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INTRODUCTION GENERALE 
Le maintien des espèces vivantes nécessite un équilibre étroit entre, d‟une part, l‟apparition de 
mutations au niveau du génome, qui sont essentielles à l‟évolution et à l‟adaptation des espèces à un 
environnement fluctuant et, d‟autre part, la fidélité de la réplication pour une transmission fiable de 
l‟information génétique d‟une descendance à l‟autre. Au sein de toutes cellules, des acteurs 
moléculaires participent à la préservation du patrimoine génétique et interviennent dans la 
maintenance génomique. 
δe matériel génétique héréditaire d‟une cellule est stocké dans la molécule universelle du 
Vivant κ l‟acide désoxyribonucléique (ADζ). Une partie seulement de l‟ADζ correspond à des gènes et 
chaque gène porte les instructions nécessaires à la synthèse de molécules organiques par la cellule, 
les protéines. Ils régissent la synthèse des protéines et de ce fait assurent la régulation de la plus part 
des activités métaboliques cellulaires. Au cours de la division cellulaire, le transfert de l‟information 
génétique est assuré par la copie, à l‟identique, de la séquence entière du génome. La double hélice 
d‟ADζ se déroule et les deux brins servent de matrice sur lesquelles une seconde chaîne d‟ADζ est 
formée selon un principe universel qui suit le modèle décrit en 1953 par James Watson et Francis 
Crick. Les deux chaînes, disposées de façon anti-parallèle, sont composées chacune d‟une 
alternance de groupements phosphates et de désoxyriboses et sont reliées entre elles par des 
liaisons hydrogènes impliquant les bases azotées. δes bases azotées pointent vers l‟intérieur de la 
double hélice et s‟associent par des liaisons hydrogènes selon un appariement universel, en effet, 
l‟adénine est associés à la thymine (A:T) et la cytosine à la guanine (C:G).  
Tout règne du vivant confondu, et même dans les environnements exotiques, dans une cellule 
donnée, une protéine enzymatique est confrontée directement dans le choix de l‟assemblage des 
bases A, T, C et G de l‟ADζ selon le brin d‟ADN complémentaire à répliquer ; il s‟agit de l‟ADζ 
polymérase. Ce mécanisme sera vu dans les détails moléculaires dans la suite de ce manuscrit. Le 
Dogme actuel de la biologie moléculaire, proposé par Francis Crick est le suivant : le programme 
génétique stocké dans l‟ADζ s‟exprime par sa transcription en ARN messager (ARNm), puis, l‟ARζm,  
grâce à la participation des ARN de transfert (ARNt), est traduit en protéine (trois bases de l‟ARNm 
dénommé codon se lient spécifiquement à un ARNt donné qui sélectionne les acides aminés un à un). 
La chaîne d‟acides aminés constituera alors une protéine avec une structure donnée et une fonction 
associée.  
δ‟ADζ est une molécule sensible. En effet, sous l‟action d‟agents chimiques et physiques de 
nombreuses lésions se forment sur l‟ADζ. δ‟exploration assez récente d‟environnements qualifiés 
d‟extrêmes, montre que la vie est possible dans des milieux riches en sel, très chauds ou très froids, 
sans oxygène (favorable à la molécule d‟ADζ) et très acides, mettant en évidence de nouveaux types 
de voies métaboliques. Parmi les trois domaines du Vivant identifiés à ce jour, le règne des Archaea 
colonise de nombreux habitats exotiques. Ainsi, la question de la maintenance génomique de ces 
organismes se pose. 
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Première partie : 
δ‟origine des Archaea 
 
I. La découverte des océans 
Au commencement, il y a δ,ε milliards d‟années, la Terre était une boule fumante et 
incandescente entourée d‟une masse nuageuse contenant de la vapeur chargée en eau. Quatre cents 
millions d‟années plus tard la météorologie des pluies s‟installe, l‟eau sort massivement de son état 
gazeux. Il pleut alors pendant des millions d‟années, un déluge s‟abat à la surface du globe et 
entraine son refroidissement progressif. Ce sont ces pluies diluviennes, qui sont à l‟origine des 
océans, qui réguleront le climat et permettront l‟installation de la vie il y a δ milliards d‟années. 
Aujourd‟hui, la mer représente 71 pour cent (%) de la surface de la Terre. Le volume des eaux 
océaniques totalise 1 370 milliard de km3 et la profondeur moyenne est estimée à 3 800 mètres (m).  
Dès la plus haute Antiquité, la mer fut considérée par des philosophes tels que Thalès de 
Millet (VII-VIe siècle av. JC) et ses disciples comme la source de toute essence organique et comme 
le milieu initial pour tous les êtres vivants sur notre planète. L‟exploration et la découverte des océans 
se sont réellement initiés au cours du Moyen-âge et à la Renaissance, cependant les organismes 
peuplant les océans étaient encore peu décrits et relevaient de récits mythologiques. Il faudra attendre 
le Siècle des Lumières pour que l‟on voit les premiers naturalistes embarquer à bords des navires de 
commerces et effectuer quelques prélèvements de la faune et la flore maritime. Ainsi, Louis-Antoine 
de Bougainville (1729-1811) fut le premier grand navigateur à accueillir à bord de ses navires de 
conquêtes et de commerce international des savants, dont le plus célèbre d‟entre eux fut le naturaliste 
Philibert Commerson ; il constitua d‟importantes collections de poissons. Les premières collectes de 
faune et flore furent réalisées dans de simples bocaux et permis d‟effectuer les premières descriptions 
de nouvelles espèces zoologies marines. Ainsi, les expéditions de Louis-Antoine de Bougainville, de 
James Cook, du comte de La Pérouse et de Nicolas Baudin dans le Pacifique, furent des modèles 
dont les grandes expéditions ultérieures, strictement scientifiques du XIXe et XXe siècles allaient 
s‟inspirer. Des salles de laboratoire seront ainsi peu à peu implantées à bord de certains grands 
navires à voiles.  
I.1. La découverte des abysses 
A la fin du XIXe siècle, l‟exploration des océans entre dans une phase véritablement 
scientifique. Les premiers sondages en profondeur vont alors être effectués jusqu‟à 1 900 m avec une 
pelle métallique. Les animaux vivants en profondeur furent réellement étudiés par Michael Sars qui 
publia en 1θε1 une liste d‟espèces récoltées à 550 m et, simultanément, Thomas Henry Huxley 
décrivit les foraminifères et autres protozoaires remontés de fonds abyssaux. Des éponges, des 
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concombres de mer, des crustacés, des mollusques et des vers marins furent remontés de dragages 
effectués à 2 500 m proche du Groenland par Otto Torell en 1861. Charles Wyville Thomson 
interprètera l‟ensemble de ces recherches comme les premières preuves de l‟existence d‟une vie 
animale en profondeur.  
En 1859, Charles Darwin décrit, dans son essai sur la théorie de l‟évolution De l’origine des 
espèces au moyen de la sélection naturelle (Darwin, 1859), que les espèces se modifient de façon 
graduelle et que les organismes qui se ressemblent sont apparentés, ils possèdent donc un ancêtre 
commun. Ce courant d‟idée de la théorie de l‟évolution va porter l‟engouement de la recherche de 
fossiles vivants, c‟est-à-dire d‟organismes présentant des caractères ancestraux. δ‟hypothèse de les 
trouver dans les grands fonds marins avait alors été émise. Pour la première fois, des laboratoires 
scientifiques vont être installés à bord des navires. Thomson et Carpenter entament alors ce qui sera 
la plus grande mission océanographique au monde : la circumnavigation du H.M.S Challenger de 
1872 à 1876. Le caractère pluridisciplinaire (géophysique, topographie, météorologie, zoologie, 
botanique) permettra d‟adopter une vue globale des océans et donnera naissance à l‟océanographie 
moderne. Une vingtaine d‟années sera nécessaire pour publier l‟ensemble des résultats de cette 
expédition sous la forme d‟une encyclopédie. Ainsi, environ 5 000 nouvelles espèces furent décrites ; 
la plus grande profondeur fut décelée près des îles Mariannes à 8 200 m.  
Par la suite, de nombreuses expéditions océanographiques seront mises en place. Au début 
du XIXe siècle, la création des stations marines sur le littoral équipées de laboratoires et d‟aquarium 
donnera une toute autre importance à la biologie marine. Des expéditions spécialisées dites 
« campagnes océanographiques » vont progressivement se multiplier. En parallèle, les instruments de 
récolte depuis la surface se développent : bennes, carottiers, dragues, chalut, filet à plancton. 
Cependant, les organismes fixés aux roches et dissimulés dans les fissures restèrent impossibles à 
capturer. Il faudra attendre l‟avènement des technologies modernes après la Seconde Guerre 
mondiale pour que l‟Homme pénètre en profondeur dans l‟océan. C‟est en 1960, suite à l‟élaboration 
du premier Batyscaphe nommé le Trieste en 1953 par Auguste Piccard, que Jacques Picard descendit 
dans la fosse des Mariannes à un record de 10 916 m de profondeur. Arrivé sur le fond, il aperçut un 
poisson plat ressemblant à une sole λ cette observation mettait fin à l‟hypothèse de la « zone 
azoïque » (qualifie des zones de la terre dépourvue d‟animaux vivants). A partir de cette époque, les 
engins d‟exploration très spécialisés se multiplièrent (sous-marin de poche, caméra des grands 
fonds). En 1977, les géologues américains Jack Corliss et John Edmon, embarquent à bord du 
submersible Alvin, par 2 500 m de profondeur, sur la ride océanique des Galápagos, à la recherche 
de phénomènes hydrothermaux. Au cours de cette plongée ils découvrirent comme prévu des sources 
hydrothermales mais également autour de ces dernières des communautés animales supérieures 
comportant des crevettes, des crabes, des palourdes, des vers géants, des poulpes, des poissons 
zoarcidés etc, constituant un écosystème nouveau pour la science. Depuis lors, ces communautés 
animales ont été retrouvées dans tous les océans, là où le magma entre en surface du plancher 
océanique et plus de 500 espèces animales ont pu être dénombrées.  
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I.2. Les sources hydrothermales profondes : lieu d’un nouvel écosystème  
Les sources hydrothermales sont l'une des caractéristiques les plus spectaculaires des fonds 
marins. Sous le plancher océanique, les roches en fusion sont le moteur qui entraîne la formation de 
sources hydrothermales. Ainsi, les évents hydrothermaux se trouvent uniquement dans les zones où 
le magma, généré par l'activité volcanique, est assez proche de la surface pour permettre un 
échauffement suffisant des liquides. La plupart des évents ont été découverts le long de la dorsale 
médio-océanique (Figure 1B) et également au niveau des zones de subduction. Ils peuvent se former 
à n'importe quelle profondeur, autant à 3 ζ00 m qu‟à γ0 m et aussi au niveau de la terre, comme les 
geysers du parc national de Yellowstone aux Etats-Unis. 
I.2.1. Formation des édifices hydrothermaux profonds 
Des phénomènes géologiques et physico-chimiques sont à la base de la formation des 
sources hydrothermales. Voici la chronologie de leur formation (Figure 1A) : l'eau de mer froide (2°C) 
s'infiltre en profondeur à travers les fissures du plancher océanique, entre en contact avec le magma 
de roches en fusion, s‟échauffe jusqu'à γε0-400 °C et, par réaction chimique, se modifie au contact de 
la roche. Ainsi, l‟oxygène est dissipé, l‟acidité augmente, les métaux comme le fer, le cuivre et le zinc 
se dissolvent et du sulfure d‟hydrogène se forme. δes liquides chauds sont moins denses et plus 
légers que les froids, par conséquent, le fluide hydrothermal, chargé de métaux dissous, remonte 
dans l‟océan, jaillit par des ouvertures de ventilation et se mélange à l‟eau froide. δes métaux formés 
dans les fluides se combinent avec le soufre et forment des sulfures minéraux noirs ce qui donne au 
fluide hydrothermal un aspect de fumée noire. Cette réaction est déclenchée par les températures 
froides et la présence d‟oxygène. Dans le cas des fumeurs blancs, le mélange du fluide hydrothermal 
à l‟eau de mer a lieu sous le plancher océanique. D'autres types de composés chimiques, comme la 
silice, reste dans le fluide. δorsque le fluide sort de la cheminée, la silice précipite. De l‟anhydrite, 
minéral blanc est également formé.  
δ‟ensemble de ces échanges physico-chimiques participent à la création de forts gradients de 
température, de pH et de concentration en métaux qui s‟étendent depuis la source hydrothermale vers 
l‟eau de mer environnante. Ces écosystèmes sont en fait une source variée et riche en éléments 
chimiques, où la vie est rendue possible grâce à la chimiosynthèse. 
I.2.2. Niche écologique des abysses 
En raison de l‟absence de lumière au fond des océans, la photosynthèse et donc la présence 
de plantes y est impossible. Initialement, on pensait que les végétaux étaient à la base de toutes 
chaînes alimentaires connues. Il a été émis l‟hypothèse que les animaux vivants sur le plancher 
océanique se nourrissaient des déchets organiques tombants à la surface des océans. Mais dans les 
écosystèmes abyssaux de ce type, l‟énergie vient d‟une toute autre source. En effet, les micro-
organismes puisent leur énergie en décomposant les différents composés chimiques dissous dans les 
fluides hydrothermaux. δes composés sulfurés réduits, le méthane et l‟hydrogène gazeux sont les trois 
sources d‟énergie chimique, actuellement connues dans cet écosystème. Les bactéries tirent leur 
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énergie de l‟oxydation de l‟hydrogène sulfuré (H2S) ou du méthane (CH4), et utilisent cette énergie 
produite sous forme d‟adénosine triphosphate (ATP) ou de nicotinamide adénine dinucléotide 
phosphate réduit (NADPH) pour la chimiosynthèse [incorporation du carbone du CO2 et de l‟azote 
sous ses différentes formes (azote moléculaire, nitrates ou ammoniac) dans des molécules 
organiques (hydrates de carbones, acides aminés)]. Ces études ont permis de comprendre et 
d‟identifier un nouveau type d‟écosystème non fondé sur la photosynthèse. Bien que les 
métabolismes soient très variés, la richesse exceptionnelle (Figure 1C) des peuplements de ces 
zones s‟explique par la présence, à la base de la chaîne alimentaire, de producteurs primaires 
bactériens. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Formation et répartition géographique des sources hydrothermales profondes. Elles se forment par processus 
géothermique (A) et sont localisées à la lisière des dorsales océaniques de la Terre (B). Photo de la faune se développant à 
proximité des fumeurs noirs et blancs (C). 
 
En 1981, Meridith Jones (Jones, 1981) observe dans les vers tubicoles géants Riftia 
pachyptila, la présence de sulfobactéries chimiosynthétiques vivant en étroite association 
(endosymbiose) au sein des organes. Les bactéries produisent la matière organique (leurs propres 
produits de dégradation métabolique) qui constituera la nourriture du vers. Depuis, des symbioses de 
ce type ont été mises en évidence dans d‟autre organismes abyssaux comme les palourdes, les 
moules géantes, les crevettes (Zbinden and Cambon-Bonavita, 2003). A l‟heure actuelle, les 
sulfobactéries représente la seule source de nourriture identifiée chez les organismes animaux des 
sources hydrothermales. 
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II. La découverte des Archaea 
Les premières traces de vie sur Terre dateraient la présence du plus ancien organisme 
archéen entre 3,5 et 3,ι  milliards d‟années. Des traces ont été trouvées sur des roches de cheminées 
hydrothermales profondes datant du Précambrien (Schopf and Packer, 1987 ; Brasier et al., 2002). Il y 
a seulement quarante ans que le premier organisme hyperthermophile a été isolé (Bott and Brock, 
1969 ; Stetter et al., 1981 ; Zillig et al., 1981 ; Stetter, 1982). Plus de 1 500 souches d‟Archaea ont à 
ce jour été isolées, notamment par le pionnier de l‟hyperthermophilie Karl O. Stetter, mais la question 
de la survie à 121°C avec le cas de Pyrolobus fumarii qui résiste à l‟autoclavage, est toujours sans 
réponse (Blöchl et al., 1997 ; Kashefi and Lovley, 2003). La résistance des Archaea à un large spectre 
de conditions physico-chimiques (par exemple, à la fois haute et basse températures, pH acide et pH 
basique, pression hydrostatique forte) pose des questions fascinantes sur l‟origine de la vie. Leur 
métabolisme à partir d‟éléments simples et qui étaient présents au début de la création du monde 
anoxique ainsi que leur position au sein de l‟arbre phylogénétique du vivant fournit une preuve d‟un 
ancêtre commun qui serait hyperthermophile. 
II.1. La place des Archaea au sein de la classification phylogénétique du Vivant 
Il est possible de classer les organismes vivants selon différents critères. Au cours de l‟histoire 
de la biologie, de nombreux critères déterminants la taxonomie des espèces ont été employés selon 
les outils technologiques disponibles. A l‟heure actuelle, la classification communément admise utilise 
la biologie moléculaire et repose sur l‟analyse des homologies de séquence de la petite sous-unité 
(16S) de l‟acide ribonucléique ribosomal (ARNr 16S). Cette classification, fondée sur les divergences 
de la séquence de l‟ARζr 1ζS, entre les organismes vivants, a été proposée par Woese et Fox en 
1977 (Woese and Fox, 1977). Elle repose sur l‟idée fondamentale que les structures et séquences 
moléculaires sont généralement plus révélatrices des relations d‟évolution que les phénotypes 
classiques (morphologie, métabolisme cellulaire), et en particulier pour la classification des 
microorganismes (Woese, 1990). Ainsi, un nouvel arbre phylogénétique du Vivant composé de trois 
domaines : Bacteria, Archaea et Eukarya a été proposé (Woese and Kandler et al., 1990) (Figure 2).  
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Figure 3. Arbre phylogénétique non enraciné des phylums au sein du règne Archaea, d‟après Brochiet-Armanet et al., 
2011. 
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Le phylum des Euryarchaeota rassemble un groupe d'organismes au métabolisme et à la 
physiologie variés, d'où leur nom « Eurus » signifiant large. Il comprend des hyperthermophiles, des 
thermophiles et des mésophiles, des méthanogènes, des thermococcales et des halobactériales. 
C‟est le phylum qui compte le plus de représentants cultivés. De ce fait, certaines espèces sont 
utilisées comme modèles biologiques archéens pour la compréhension des mécanismes 
physiologiques et enzymatiques qui régissent la vie dans des contextes de milieu de vie extrême. 
C‟est le cas, entre autre, des espèces Haloferax volcanii, Thermococcus kodakaraensis et Pyrococcus 
furiosus. 
Les Crenarchaeota contiennent exclusivement des groupes de thermophiles et 
d'hyperthermophiles, qui métabolisent le soufre, d'où leur nom « Crene » signifiant « source », 
« fontaine », en grec, en référence aux sources chaudes d'où elles ont été initialement isolées. Le 
phylum des Korarchaeota, décrit en 1996 (Barns et al., 1996), aurait divergé très tôt au cours de 
l‟évolution des Archaea (Elkins et al., 2008). Présentément, un seul représentant a pu être 
physiquement isolé d‟une source chaude terrestre, il s‟agit de Candidatus Korarchaeum cryptofilum. 
Son incapacité à synthétiser les cofacteurs essentiels (vitamines, purines) suggère qu‟il vivrait en 
association symbiotique avec un organisme hôte (Nealson et al., 2008). Le phylum Nanoarchaeota 
représente actuellement une seule espèce (Nanoarchaeum equitans). La cellule, de 400 nm de 
diamètre, la forme de vie la plus petite décrite actuellement, de plus, son génome de 491 kb est le 
plus petit des génomes non viraux à avoir été séquencé (Brochier et al., β00ε). Sa culture n‟est 
rendue possible qu‟en présence d‟un hôte, également archéen (Crenarchaea), Ignicoccus hospitalis 
(Huber et al., 2002). Le phylum Thaumarchaeota a été proposé en 2008 (Brochier-Armanet et al., 
2008) sur la base de la séquence de l‟ARζr 1ζS et en raison de la présence d‟une ADζ 
topoisomérase de type I, enzyme jusqu‟à présent considérée comme uniquement présente au sein du 
règne eucaryote. Aujourd‟hui, seuls deux représentants des Thaumarchaeota sont cultivés : 
Nitrosopumilus maritimus et Cenarchaeum symbiosum, ce dernier étant un symbionte d'éponge, il n'a 
pas pu être cultivé en dehors de ce symbionte. Le phylum des Thaumarchaeota regroupe des 
organismes essentiellement mésophiles, mais aussi thermophiles, et sont très abondants dans les 
sédiments, le sol terrestre et les eaux marines. Sur la base de l'analyse du marqueur moléculaire de 
type ARNr 16S, les Thaumarchaeota apparaissent au sein des Crenarchaeota, en tant que groupe qui 
aurait divergé précocement. Cependant, cette vision a été revisitée grâce à l'analyse d'autres 
marqueurs moléculaires et de caractéristiques génomiques, rendue possible par le séquençage des 
génomes de N. maritimus et C. symbiosum (deux archées qui oxydent l‟ammoniac). Les gènes 
ribosomaux et le fait que les sous unités α et  de l'ARζ polymérase ne soient pas scindées, les 
distinguent des deux autres phyla d'Archaea. De plus, les Thaumarchaeota ont à la fois des 
caractères de Crenarchaeota (système de division cellulaire, présence de certaines nucléases), et des 
caractères d'Euryarchaeota (présence d'une ADN polymérase de la famille D et d‟un seul homologue 
de PCNA) permettant de conforter l‟existence de ce phylum (Spang et al., 2010). Un groupe 
d'organismes non cultivés fut appelé Hot Water Crenarchaeotic Group I (HWCG I) et plus récemment, 
le premier génome appartenant à ce groupe a été séquencé puis étudié. A partir des résultats de 
génomique et, notamment, de la présence de gènes de modification protéiques basés sur l'ubiquitine, 
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certains auteurs ont proposé l'existence d'un nouveau phylum : Aigarchaeota (Nunoura et al., 2011). 
Cependant ce phylum est incertain car il possède des caractéristiques typiques des Thaumarchaeota 
et que la distance qui le sépare des Thaumarchaeota est faible.  
Aujourd‟hui encore, des questions autour de l‟arbre phylogénétique du Vivant se posent, 
notamment au sujet de la position de la racine et de la nature de l‟ancêtre cellulaire commun. De plus, 
son mode de construction est sujet à débat du fait que selon certains auteurs, les transferts 
horizontaux de gènes entre les espèces perturberaient le signal phylogénétique (Doolittle and 
Bapteste, 2007). 
II.2. Ecophysiologie des Archaea 
 Les paramètres physico-chimiques conditionnent les habitats écologiques. En effet, la 
température, le pH, la pression hydrostatique et les radiations ionisantes sont des paramètres 
fluctuants qui limitent le fonctionnement des mécanismes biologiques des êtres vivants. Depuis la 
découverte des Archaea, les échantillonnages et les identifications de nouvelles souches dans les 
environnements dits extrêmes se sont intensifiés et ont révélé leur haut degré d‟adaptation à la survie 
et à la multiplication cellulaire aux limites de la zone dite abiotique. La grande variabilité génétique des 
Archaea explique leur capacité à coloniser un large type de niches écologiques (Chaban et al., 2006), 
ce sont des organismes ubiquitaires. Le tableau 1 présente une liste non exhaustive d‟espèces 
d‟Archaea montre la diversité des milieux colonisés par des espèces d‟Archaea ainsi que leur large et 
extrême spectre de conditions physico-chimiques optimales et/ou tolérées. δa présence d‟Archaea a 
aussi été constatée dans le tube digestif des animaux et de l‟homme (Pochart et al., 1992) au niveau 
des muqueuses intestinales et orales (Dridi et al., 2011). Aucune pathogénicité associée n‟a pour le 
moment été signalée. 
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Tableau 1. Diversité d’habitat et paramètres optimaux de croissance d’une sélection d’espèces d’Archaea et mise en 
valeurs des paramètres optimaux peu conventionnels. Seules les valeurs des paramètres physico-chimiques caractéristiques 
sont indiquées pour chaque organisme. Les valeurs correspondent aux optima de croissance définis lors de la culture en 
laboratoire. 
 
Les Archaea se composent d‟une abondante variété d‟espèces et représenteraient environ β0 
% de la biomasse sur Terre (DeLong and Pace, 2001). Leur abondance et leur distribution dans les 
océans et dans les sédiments semblent contribuer aux cycles biogéochimiques énergétiques de 
l‟azote, du soufre et du carbone de la planète (Wuchter et al.,  2006 ; Madsen et al., 2011 ; Offre et al., 
2013). Les Archaea seraient donc des acteurs importants au sein de la biosphère. δ‟exploration 
récente du microbiome humain (Grice and Segre, 2012) a mis en évidence que toutes les 
communautés écologiques de la flore commensale, symbiotique et pathogène seraient pour l‟Homme 
une source de diversité génétique, de modulateur de pathologies, et influenceraient le métabolisme 
donc l‟activité des traitements médicamenteux. Tout récemment, les Archaea ont été retrouvées sur la 
peau humaine, elles représenteraient 4 % du microbiome de la peau. D‟après la signature de l‟ARζr 
16S, il s‟agirait de Thaumarchaeota (Probst, 2013). On comprend donc toute l‟importance de l‟étude 
de ces organismes, d‟un point de vue à la fois environnemental et humain. 
      Habitats Organismes Références 
Carateristiques 
métaboliques 
T°C 
NaCl 
(%) 
pH 
Pression 
hydro-
statique 
Rayonne-
ments 
ionisants 
   
Hyperthermophilie 
 
106 
 
1,7 5,5 + + 
Source hydrothermale 
profonde (- 3 650 m) 
Pyrolobus fumarii 
Blöchl et al., 
1997 
Hyperthermophilie 
Acidophilie 
80  2-3   Fumeroles soufrés 
Sulfolobus 
solfataricus 
Brock et al.,  
1972 
Thermophilie 
Acidophilie 
60  0,6   Solfatares arides Picrophilus torridus 
Schleper et 
al., 1995 
Acidophilie 
Ferro-oxydation 
40  
1-
1,7 
  Mine de fer 
Ferroplasma 
acidarmanus 
Dopson et 
al., 2004 
Halophilie 42 20-25 7   Mer Morte Haloferax volcanii 
Torreblanca 
et al., 1986 
Alkalophilie 85  9   Vulcano 
Thermococcus 
acidamonivorans 
Dirmeier et 
al., 1998 
 70  
6,8-
7,5 
+ + 
Réservoir géologique de 
pétrole (- 1 700 m, - 2 500 
m) 
Thermotogales 
Slobodkin et 
al., 1999 
Psychrophilie 
-2,5 
+29 
 
7-
7,8 
  δac de l‟Antarctique 
Methanococcoïdes 
burtonii 
Franzmann 
et al., 1992 
Hyperthermophile 88  6,5 + 20 KGy 
Source hydrothermale 
profonde (- 2 600 m, - 
3 650 m) 
Thermococcus 
marinus 
Jolivet et al., 
2004 
Hyperthermophile 
Piezophilie 
98 3,5 
7,5-
8 
52 MPa + 
Source hydrothermale 
profonde (- 4 100 m) 
Pyrococcus CH1 
Zeng et al., 
2009 
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II.3. La cellule archéenne 
Les Archaea sont des organismes unicellulaires. Leur matériel génétique est libre dans la 
cellule, en ce sens, il n‟est pas compartimenté dans un noyau. Les Archaea sont, de ce fait, tout 
comme les bactéries, des procaryotes. Leur taille varie de 0,6 µm à 8 µm et leur forme est diverse. 
Les formes les plus communes des organismes cultivés sont des formes de coques ou de bâtonnets, 
tout comme les bactéries. Certaines espèces d‟Archaea se distinguent par des formes qui leur sont 
propres, telles que les branches de Thermoproteus (Zillig et al., 1981) et les polygones de quelques 
halophiles (Bolhuis et al., 2004).  
La structure de leur paroi est fondamentalement différente de celles des bactéries (Albers and 
Meyer, 2011).  En effet, à la différence des bactéries, elles sont dépourvues de peptidoglycanes mais 
comportent une couche de surface paracristalline composée de protéines et d‟acide ζ-
acetylmuramique nommée S-layer, elle forme la membrane interne des Archaea (Kandler and König, 
1998 ; Lombard et al., 2012). Une autre caractéristique différente est la composition chimique de la 
membrane. Alors que les membranes des bactéries et des eucaryotes sont composées de lipides 
glycol-ester, celles des Archaea sont composées de lipides glycol-ether et cette différence jouerait un 
rôle primordial dans l‟adaptation des Archaea à l‟hyperthermophilie et à l‟acidité (Boyd et al., 2013). 
Les Archaea possèdent des structures flagellaires qui les rendent mobiles (Albers and Pohlschröder, 
2009) ainsi que tout un ensemble de protéines qui s‟organisent en un complexe structural et 
fonctionnel dénommé archaellum (Jarrell and Albers, 2012). Les Archaea peuvent former des biofilms 
mono-espèces, ou avec d‟autres communautés, par la sécrétion d‟exopolysaccharides en réponse à 
des stress métaboliques. Cela leur permet, entre autre, de s‟adapter aux changements de conditions 
physico-chimiques de leur environnement (Fröls, 2013).  
II.4. Caractéristiques moléculaires des Archaea 
Etant donnée la place des Archaea au sein de l‟arbre phylogénétique du Vivant, il existe de 
grandes similitudes, d‟un point de vue génétique, entre les Archaea et les eucaryotes d‟une part, et les 
Archaea et les procaryotes d‟autre part. δes protéines impliquées dans les processus d‟énergie et de 
la communication cellulaire semblent être distincts dans les trois règnes du Vivant (Andrade et al., 
1999). Les principaux facteurs de transcription tel que le TATA box binding factor (TFP) et le facteur 
de transcription B (TFB) ont été caractérisés chez les Archaea (Bartlett, 2005). Ainsi, le type de 
mécanisme de régulation de la transcription des Archaea se rapprocherait de celui adopté par les 
eucaryotes (Bell and Jackson 2001 ; Bell, 2005). Le séquençage complet de plusieurs génomes 
archéens a permis de mettre en évidence une similitude d‟homologie de séquence avec les protéines 
de la réplication présentes chez les eucaryotes. Tout comme pour les eucaryotes, le promoteur des 
Archaea contient l‟élément TATA, localisé approximativement à βζ nucléotides en amont du site 
d‟initiation de la transcription (Reiter et al., 1990). Les processus informationnels que sont la 
réplication, la transcription et la traduction sont assurés par des homologues de protéines eucaryotes 
tandis que les processus dits opérationnels (métabolisme cellulaire) impliquent des homologues de 
protéines bactériens (Olsen and Woese, 1996 ; Kelman and White 2005 ; Makarova et al., 2010).  
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La cohabitation parfois étroite des Archaea avec les eucaryotes et avec les bactéries a permis 
l‟établissement d‟échange de matériel génétique par transfert horizontal (Jain et al., 2002). 
Notamment, des mécanismes d‟échanges d‟ADζ entre les bactéries et les archées hyperthermophiles 
ont été découverts et joueraient un rôle dans la survie et l‟adaptation de la vie à haute température 
(van Wolferen, 2013). Au cours d‟une étude, des échanges de gènes ont pu être induits par les 
rayonnements ultra-violets (UV) et l‟analyse a montré que les pili permettaient de véhiculer les gènes 
(Ajon et al., 2011). Récemment, le séquençage de cinq plasmides nouvellement identifiés chez 
plusieurs souches de Thermococcus révèle qu‟un échange d‟éléments génétiques est possible au 
niveau des sources hydrothermales. En effet, les plasmides, ont été attribués à deux familles, pTN2-
like et pEXT9a-like et des homologies de séquences entre le plasmide pTN2-like et le virus PAV1 de 
Pyrococcus abyssi (Geslin et al., 2003) ont été mises en évidence (Krupovic et al., 2013). 
Pour conclure, trois caractères principaux distinguent les Archaea des bactéries et des 
eucaryotes : la stéréochimie du glycérol phosphate impliqué dans les phospholipides qui composent la 
membrane cellulaire des Archaea (Boucher et al., 2007) ; le caractère non pathogène des Archaea (à 
ce jour non démontré) (Cavicchioli et al., 2003), la méthanogénèse (Ferryard and Kastead, 2007) et 
l‟oxydation anaérobique du méthane (DeLong, 2000 ; Thauer and Shima, 2006). 
 
III. La découverte de Pyrococcus abyssi 
Pyrococcus abyssi (P. abyssi) est une Euryarchaea affiliée à l‟ordre des Thermococcales. δa 
souche GE5 a été échantillonnée lors de la campagne à la mer Starmer (juin 1989-juillet 1989), dont 
la mission, était destinée à effectuer la description des communautés d‟organismes associés aux 
sources hydrothermales dans l'océan Pacifique, au nord du bassin fidjien dans l‟eau de mer 
environnant une source hydrothermale à environ 2 000 mètres de profondeur (Figure 4A) (Auzende et 
al., 1ιι1). Une analyse de la composition en éléments chimiques de l‟eau émise par les fumeurs noirs 
et de l‟eau à proximité des sources a été effectuée (Figure 4B) (Ishibashi et al., 1994). 
III.1. Mise en culture et étude microbiologique de Pyrococcus abyssi 
P. abyssi a été cultivée et caractérisée (Erauso et al., 1993). Les cellules sont Gram négatives 
et sont en forme de coques de 0,8 à 2 µm, à membrane irrégulière (Figure 4C), des flagelles lui 
confère une certaine mobilité. La souche est une Archaea hyperthermophile qui croit entre 68 et 101,5 
°C et montre une tendance à la barophilie (εarteinsson et al., 1ιιη). C‟est un organisme au 
métabolisme anaérobie strict. Hétérotrophe, elle utilise comme source de carbone principale des 
peptides et des acides aminés. Elle puise son énergie dans la réduction du soufre inorganique et 
produit de l‟hydrogène sulfuré ainsi que de l‟acétate, de l‟isovalérate, du propionate, de l‟hydrogène et 
du dioxyde de carbone. Au laboratoire, la culture continue en fermenteur « gas-lift », dans les 
conditions physico-chimiques optimales de croissance définies de la souche P. abyssi  a été mise au 
point (Figure 4D) (Godfroy et al., 2000).  
 
CHAPITRE I : Etude bibliographique             L’origine des Archaea 

- 34 - 
 
III.3. Pyrococcus abyssi en tant que modèle biologique 
Les Thermococcales sont un des ordres des Euryarchaea particulièrement étudié dans des 
problématiques abordant l‟hyperthermophilie et la piézophilie. En effet, chez les organismes 
hyperthermophiles qui survient et se multiplient à plus de 100°C la question palpitante de la résistance 
des protéines et de l‟ADζ à la dénaturation et des mutations à l‟ADζ se pose. De façon intéressante, 
des études ont montré que la gyrase inverse est une protéine spécifique des organismes 
hyperthermophiles (thèse Isabelle Goulet 1ιθε). Cette protéine a la capacité d‟augmenter la torsion 
de la double-hélice d‟ADζ, ce qui rend plus difficile la séparation des deux brins à haute température 
(Bouthier de la Tour et al., 1990 ; Bouthier de la Tour et al., 1991). De plus, la mise en évidence de 
plasmides relâchés et surenroulés positivement chez les Archaea hyperthermophiles pourrait 
expliquer la résistance de l‟ADζ à la chaleur (Forterre et al., 1992, Charbonnier et al., 1992 ; 
Charbonnier et al., 1994 ; Lopez-Garcia et al., 1ιιη). D‟autant plus que chez les mésophiles, les 
plasmides d‟Archaea sont surenroulés négativement (Charbonnier et al., 1ιιδ).  
δ‟étude directe de la stabilité de l‟ADζ à très haute température a notamment été abordée par 
Patrick Forterre (Forterre et al., 1992 λ εarguet and Forterre, 1ιιδ). Ils ont observé que l‟ADζ 
topologiquement fermé ne se dénaturait pas sous l‟effet de la chaleur au moins jusqu‟à 107 °C. Et que 
les sels (MgCl2, KCl) ralentissaient considérablement la thermodégradation de l‟ADζ et protègeaient 
l‟ADζ de la dépurination. Ainsi sur le plan physiologique, compte tenu de la concentration 
intracellulaire très élevée en potassium chez nombre d‟entre eux, les sels stabiliseraient les acides 
nucléiques chez les organismes hyperthermophiles (Mojica et al., 1994).  
δes Archaea constituent des modèles d‟étude intéressants d‟autant plus que leur mise en 
culture au laboratoire a fait l‟objet de nombreuses optimisations expérimentales et leur 
croissance en est ainsi aisée. Nous verrons dans la suite de cette étude bibliographique que les 
protéines impliquées dans la maintenance génomique des Archaea sont de type eucaryote.  De 
plus, suite au séquençage du génome de P. abyssi, de nombreuses protéines ont pu être 
purifiées au laboratoire et, notamment, des protéines impliquées dans la réplication et la 
réparation de l‟ADζ. ζous avons vu précédemment que les Archaea isolées des sources 
hydrothermales profondes sont soumises à des conditions physico-chimiques drastiques qui 
peuvent porter atteinte à leur génome. Pour toutes ces raisons, P. abyssi constitue un modèle 
biologique d‟intérêt dans la compréhension des mécanismes biologiques ayant un rôle dans la 
maintenance génomique.  
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Deuxième partie : 
 δes ADζ polymérases au cœur de la 
réplication de l‟ADζ et de la maintenance 
génomique 
 
En 1959, Arthur Kornberg reçu le Prix Nobel pour ses travaux sur le principe de duplication de 
l‟ADζ par les ADζ polymerases (pols). Par la suite, il a été confirmé dans chacun des trois règnes du 
Vivant que les pols utilisent une matrice ADN simple brin pour synthétiser un brin complémentaire, et 
qu‟en revanche elles n‟ont pas la capacité de synthétiser l‟ADζ de novo, c'est-à-dire en l‟absence de 
matrice. En effet, les pols dépendent d‟une autre protéine appelée primase qui est responsable de 
l‟assemblage de courts fragments d‟ARζ composés d‟extrémités γ‟-OH et pouvant être étendue par 
une ADN polymérase réplicative. A la fourche de réplication, l‟ADζ polymérase agit de façon 
coordonnée avec plusieurs partenaires protéiques pour mener à bien la réplication de l‟ADζ. Ces 
facteurs interviennant en amont de la réplication proprement-dite, vont rendre l‟ADζ à répliquer 
accessible à l‟ADζ polymérase et faciliter son activité, on parle de réplisome. δes ADζ polymérases 
sont présentent dans toutes les cellules et dans tous les règnes du Vivant y compris au niveau des 
éléments génétiques mobiles (virus, plasmides) et des organites cellulaires (mitochondries, 
chloroplastes). Il s‟agit donc très probablement de l‟une des premières machineries enzymatiques à 
être apparue sur Terre conjointement à la molécule d‟ADζ. Depuis la première purification à partir 
d‟un extrait cellulaire d‟Escherichia coli d‟une enzyme capable d‟incorporer des désoxyribonucléotides 
à l‟ADζ par Kornberg et ses collaborateurs en 1ιεζ (Kornberg et al., 1ιεζ), de nombreuses ADζ 
polymérases ont été découvertes dans chaque règne du Vivant et caractérisées biochimiquement. De 
plus, de multiples structures cristallographiques des pols seules ou en complexes avec l‟ADζ et des 
désoxyribonucléotides ont été résolues. Elles ont permis d‟observer au niveau atomique [(de l‟ordre de 
l‟angström (Å)] la préhension des pols à leurs substrats et notamment les interactions mises en jeu 
entre les acides aminés et les substrats. Ainsi, sur la base de la séquence primaire des pols et de leur 
structure tridimensionnelle, un classement en famille a été établi. A ce jour sept familles de pols ont pu 
être identifiées, il s‟agit des familles A, B, C, D, X, Y, et RT (transcriptase inverse) (Tableau 2). 
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Tableau 2. Les différentes familles d’ADN polymérases, leur fonctions enzymatiques associées et leurs strutures 
tridimensionnelles variées (ci-après). 
Familles  
 
Règnes ADN 
polymérases 
Fonctions principales Fonctions 
additionnelles 
A Bactériophage  T3 
T5 
Réplication 
Réplication  
  T7 Réplication  
Bacteria  Pol I Maturation des fragments 
d‟Okazaki 
NER 
ε‟ γ‟ exonucléase 
γ‟ ε‟ exonucléase 
Eukarya  Pol  Maintenance de la 
mitochondrie 
γ‟ ε‟ exonucléase 
dRP lyase 
  Pol  
 
Pol  
Translésion  
BER 
Translésion 
dRP lyase 
 
 
 B Bactériophage
 /virus 
 HSV Réplication 
  RB69 Réplication  
  T4 Réplication  
  T6 Réplication  
Bacteria  Pol II Translésion γ‟ ε‟ exonucléase 
 
Archaea Crenarchaea Pol B1 Réplication  
  Pol B2 Réplication  
  Pol B3 Réplication  
 Euryarchaea Pol B1 Réplication γ‟ ε‟ exonucléase 
Eukarya  Pol  Réplication du brin avancé γ‟ ε‟ exonucléase 
  Pol  Réplication du brin retardé 
NER 
BER 
γ‟ ε‟ exonucléase 
 
  Pol α Amorçage de brin Synthèse ARN 
  Pol  Translésion  
C Bacteria  Pol III Réplication γ‟ ε‟ exonucléase (SU 
) 
D Archaea Euryarchaea Pol D Réplication γ‟ ε‟ exonucléase 
X Virus  ASFV X Réplication  
Eukarya  Pol  BER 
Translésion 
Réparation cassures double 
brin 
dRP/AP lyase 
terminale transférase 
  Pol  NHEJ 
BER 
Recombinaison V(D)J 
dRP lyase 
terminale transférase 
polynucléotide synthase 
  Pol  NHEJ 
Recombinaison V(D)J 
terminale transférase 
 
  Pol  Cohésion des chromatides 
soeurs 
 
  TdT Recombinaison V(D)J  
Bacteria  Pol X  Gap filling  
Y Bacteria  Pol IV Translésion  
  Pol V Translésion  
Archaea Crenarchaea Dpo4/Dbh Translésion  
Eukarya  Pol  Translésion  
  Pol  Translésion 
BER 
 
  Pol  Translésion 
NER 
 
  Pol REV1 Translésion  
RT Virus  Reverse 
transcriptase 
Translésion dCTP transférase 
Eukarya  Télomérase Réplication des extrémités 
des chromosomes 
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La représentation des familles de pol au sein des règnes du Vivant est hétérogène. En effet, 
jusqu‟à présent, trois types d‟ADζ polymérases ont été identifiées chez les Archaea, cinq chez la 
bactérie E. coli, neuf chez l‟eucaryote unicellulaire S. cerevisiae et seize chez l‟Homme.  
Nous verrons, dans la suite de ce chapitre, que cette classification des ADN polymérases 
établie sur la structure est en lien avec leur fonction principale et leur rôle soit dans la réplication de 
l‟ADζ soit dans la prise en charge des lésions de l‟ADζ. Les pols ont une structure tridimensionelle 
diversifiée. Certains domaines structuraux sont spécifiques à une famille (Tableau β), il s‟agit du 
domaine N-terminal (rouge), du domaine exonucléase (bleu), du domaine polymerase/histidinol 
phosphatase (PHP) (orangé), du domaine -binding (violet), du domaine « petit-doigt » (rose) et du 
domaine dRP (vert). Ces domaines confèrent des propriétés catalytiques intrinsèques bien 
particulières aux pols, ils modulent par exemple la sélectivité au substrat et la fidélité intrinsèque de la 
pol. Cependant, la structure du cœur catalytique des pols constituée des domaines fonctionnels de 
même que la réaction d‟incorporation de nucléotide à l‟extrémité du γ‟-OH du brin néosynthétisé est 
conservé chez toutes les familles de pol. Les ADN polymérases partagent une base structurale 
identique. Celle-ci se réfère à une main droite, où, trois domaines, communément appelés « doigt », 
« paume » et « pouce », agissent de concert dans le positionnement de la double hélice au sein du 
site catalytique et dans la réaction d‟insertion de nucléotides (Tableau 2, respectivement, domaines 
jaune, blanc et gris).  
La partie qui va suivre consiste à exposer le déroulement du mécanisme de la réplication par 
les pols, d‟un point de vu moléculaire, dans le but de mieux comprendre comment les événements au 
sein des pols participent à la haute fidélité de la réplication de l‟ADζ. Nous verrons que le contrôle de 
la fidélité est effectué à plusieurs niveaux lors de la réplication de l‟ADζ. En effet, ces contrôles 
s‟opèrent lors de la sélection des désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) libres à insérer par la 
pol (fidélité intrinsèque de la pol), de l‟extension de l‟ADζ (activité de relecture par le domaine 
exonucléase de la pol), de la modulation de la concentration intracellulaire du pool de dNTP et aussi 
lors de l‟intervention d‟enzymes spécialisées dans la réparation de l‟ADζ (contrôle a posteriori).  
I. La réplication de l’ADN (incorporation de base canonique) 
δa polymérisation de l‟ADζ s‟effectue selon deux grands principes. Premièrement, elle 
consiste en la formation d‟une liaison phosphodiester entre le groupement ε‟-phosphate d‟un 
nucléotide libre et le groupement γ‟-hydroxyle de l‟extrémité du brin d‟ADζ néosynthétisé (le brin 
amorce). Et deuxièmement, chaque désoxyribonucléotide ajouté au niveau de l‟amorce est 
sélectionné par appariement de base complémentaire selon l‟instruction du brin matrice. δes pols 
effectuent la synthèse d‟un brin d‟ADζ amorce hybridé à une matrice, dans le sens ε‟ γ‟ ; ainsi,     
ADNn + dNTP  ADN(n+1) + Ppi.  
δ‟insertion des nucléotides un à un le long du brin amorcé est un phénomène très rapide, par 
exemple, l‟ADζ polymérase B réplicative de l‟Archaea P. abyssi insert 255 nucléotides par secondes 
(Dietrich et al., 2002). Cependant, les techniques de cristallisation des protéines (Henzler-Wildman 
CHAPITRE I : Etude bibliographique                Les ADN polymérases au cœur de la réplication de l’ADN 



- 42 - 
 
Ces caractéristiques structurales des pols de famille A, B et C et probablement celle de la 
famille D, permettent d‟expliquer leur haut degré de sélectivité car, en effet, elles effectuent 
relativement très peu d‟erreur dans le choix du dζTP entrant (une erreur toutes les 106 insertions) 
(Kunkel and Bebenek, 1988 ; Drake, 1991). En revanche, les pols de la famille Y sont connues pour 
effectuer la réplication de l‟ADζ avec un taux d‟erreur élevé (une erreur toutes les 10 insertions). Le 
mécanisme structural lié aux taux d'erreur élevés au sein de cette famille de pol est mal connu. Une 
étude cristallographique de l'ADN polymérase  humaine, (famille Y), a démontré récemment que les 
erreurs d‟incorporation, préférentiellement en face de la base T, mettrait en cause le domaine 
« doigt » dans la faible spécificité relative aux pyrimidines (Kirouac and Ling, 2009).  
I.1.3. Formation de la liaison phosphodiester [étape (4)] 
Au niveau du domaine « paume », qui est le domaine le plus hautement conservé chez toutes 
les ADN polymérases, deux ou trois acides aspartiques invariables coordonnent deux ions métalliques 
divalents. Le domaine « doigt » adjacent au domaine « paume », entre en contact avec le dNTP 
entrant et adopte une conformation fermée lorsque le nucléotide est à proximité du métal, de la 
matrice et du γ‟ du brin naissant (Figure 7A et B) (Yang et al., 1999 ; Franklin et al., β001). δ‟un des 
ions métallique, appelé ion A, fait le lien entre l‟amorce et le nucléotide sélectionné (Figure 7C), il 
entraine la diminution du pKa du groupe hydroxyle γ‟ (γ‟-OH) ce qui l‟active, et ainsi, induit une 
attaque nucléophile sur le phosphate α du désoxyribonucleotide triphosphate entrant dans le site 
catalytique ; il y a alors formation de la liaison phosphodiester (Figure 7D). Le métal B, pour sa part, 
stabilise l‟état de transition et assure la libération du pyrophosphate. Il s‟agit du mécanisme « two-
metal catalytic mechanism » (Steitz and Steitz, 1993) qui est conservé chez toute les pols réplicatives. 
En structure, un troisième métal a été observé dans le site actif de l‟ADζ polymérase  humaine lors 
de l‟insertion du nucléotide au moment de la synthèse de la liaison phosphodiester, il permettrait de 
stabiliser l‟état intermédiaire (ζakamura et al., 2012). Egalement, dans une structure de Pol , un 
troisième métal a été observé lors de l‟insertion d‟un dNTP canonique, en revanche lorsqu‟une base 
non canonique est insérée celui-ci disparait (Freudenthal et al., 2013). Les auteurs proposent un 
nouveau modèle, celui du « three-metal catalytic mechanism ».  
I.1.4. Libération du pyrophosphate et translocation ou décrochage de l’ADN 
polymérase [étapes (5), (6) et (7)] 
 
Un changement conformationnel s‟opère [Figure 5 (5)] et un pyrophosphate, produit de la 
réaction, est libéré. A cette étape, soit une translocation de la pol sur l‟ADζ s‟effectue favorisant ainsi 
l‟insertion d‟un second dNTP [Figure 5 (6)], la synthèse est alors qualifiée de processive, soit l‟ADζ 
polymérase se détache de l‟ADζ [Figure 5 (7)], conférant une synthèse distributive. A la fourche de 
réplication, les ADN polymérases réplicatives coopèrent pour répliquer les deux brins d‟ADζ. En effet, 
du fait de l‟antiparallélisme des brins et du sens unidirectionnel de polymérisation des pols, la 
réplication apparait bidirectionnelle. A la fourche de réplication, deux types de brins se forment : le brin 
avancé (continu) et le brin retardé (discontinu) synthétisé dans la direction opposée au sens de 
l‟avancement global de l‟œil de réplication. De ce fait, ce dernier est constitué d‟une répétition de 
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courts fragments, les fragments d‟Okazaki. Une étape de maturation est ensuite nécessaire pour 
éliminer les ARN et rendre continu le brin synthétisé. Généralement, la synthèse avancée et la 
synthèse retardée sont coordonnées, mais le mécanisme varie selon les organismes vivants. Une 
étude des pols Dpo1 (pols réplicatives de S. solfataricus) a montré que l‟association des pols en 
trimère pouvait augmenter à la fois le taux de synthèse d‟ADζ et la processivité de la réplication 
(Mikheikin et al., 2009). 
I.2. La fonction associée de correction des erreurs d’insertion de nucléotide 
Malgré la haute sélectivité nucléotidique des pols réplicatives, celle-ci peuvent réaliser des 
erreurs d‟incorporation de dζTP. Une fonction exonucléase existe chez certaines pols réplicatives et 
leur confère une haute fidélité (Tableau 2, domaine bleu), elle vient s‟ajouter à la fidélité intrinsèque 
(elle augmente de 100 à 1 000 fois la fidélité de la pol). De plus, elle constitue une barrière à la 
synthèse translésionnelle (Khare and Eckert, 2002). Elle consiste en la dégradation du brin néoformé, 
par l‟extrémité γ‟-OH, lorsqu‟une mauvaise insertion de dNTP est détectée (Shevelev and Hübscher, 
2002). Les structures cristallographiques des pols révèlent que le site exonucléase peut être situé à 
distance variable du site polymérase sur une même sous-unité ou sur une sous-unité associée (Patel 
and Loeb, 2001 ; Kunkel, 2004 ; Mc Henry, 2011). Dans les deux cas, la distance qui sépare le site 
exonucléase du site polymérase nécessite qu'au moins trois nucléotides du brin d'ADN néoformé 
soient séparés du brin matrice (Shamoo and Steitz, 1999 ; Hogg et al., 2004 ; Subuddhi et al., 2008). 
De façon intéressante, il a été montré que les sites polymérase et exonucléase sont distants de 30-40 
Å facilitant ainsi une coordination efficace et rapide des fonctions exonucléase et polymérase 
(Freemont et al., 1988 ; Wang et al., 1997 ; Kamtekar et al., 2004).  
I.2.1. Transition des modes Pol-Exo et Exo-Pol 
δorsqu‟un nucléotide non canonique est inséré dans le brin néoformé au cours de l‟activité 
polymérasique, la transition de conformation de la pol ouverte/fermée est défavorisée et la géométrie 
du site catalytique polymérase est imparfaite. Cela constitue un signal moléculaire pour l‟activation du 
mode exonucléase. Le passage de la conformation du mode pol au mode exo est encore mal connu 
d‟un point de vue moléculaire, cependant une coordination étroite entre les deux modes existe et 
aurait une origine structurale (Komori and Ishino, 2000 ; Kuroita et al., 2005 ; Swan et al., 2009). Le 
domaine « pouce », qui interagit avec le duplex d‟ADN, en amont du site polymérase, est responsable, 
chez la famille A et la famille B, d‟influencer la transition conformationnelle du mode exonucléase au 
mode polymérase (Doublié and Ellenberger, 1998 ; Franklin et al., 2001). Récemment, une étude par 
FRET (Fluorescence resonance energy transfer) a montré que la conformation fermée de l‟ADζ 
polymérase B1 de l‟Archaea S. solfataricus n‟est favorisée qu‟en présence d‟un dζTP canonique, et 
qu‟un mésappariement au niveau du γ‟-OH du brin néoformé favorise le positionnement de l‟ADζ 
dans le site exonucléase (Mawell and Zucai, 2013). La vitesse de transition du brin néosynthétisé du 
site exonucléase vers le site polymérase est très rapide, par exemple, elle est de 500 s-1 chez l‟ADζ 
polymérase T4 (Fidalgo da Silva and Reha-Krantz, 2007). De façon intéressante, une étude 
structurale de l‟interaction entre Pol B et le PCζA décrit un nouveau domaine d‟interaction qui aurait 
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un rôle crucial dans la transition structurale des deux modes, induisant une configuration du complexe 
PCNA-polymérase à l‟origine de la dégradation de l‟amorce (Nishida et al., 2009). 
I.2.2. Mécanisme catalytique réactionnel de l’activité exonucléase 
δ‟activité γ‟ ε‟ exonucléase s‟effectue dans le domaine catalytique exonucléase des pols 
réplicatives. Chez la Pol A du fragment de Klenow, le mécanisme moléculaire est bien décrit. En effet, 
un ion métallique A et un ion métallique B sont logés dans le site catalytique et liés à la protéine par 
l‟intermédiaire de deux ou trois acides aminés acides. Le métal A lie un des atomes d‟oxygène de la 
liaison phosphodiester à rompre ainsi que l‟extrémité γ‟-OH de la base nucléotidique. C‟est dans ce 
contexte qu‟une molécule d‟eau, ou un hydroxyle, effectue une attaque nucléophile du phosphate 
impliqué dans la liaison phosphodiester. δes deux métaux stabilisent l‟intermédiaire réactionnel au 
cours de l‟attaque nucléophile. Tout comme pour le site catalytique polymérase, deux ions métalliques 
divalents sont indispensables à l‟activité catalytique exonucléase (Beese et Steitz, 1991). La mutation 
d‟un seul des deux acides aminés responsable de la liaison au métal est d‟ailleurs une stratégie de 
mutagénèse pour abolir efficacement l‟activité catalytique exonucléase (Evans et al., 2000). Par 
exemple, chez P. abyssi, PabPolB D215A est un mutant de la fonction exonucléasique. 
I.3. Le contrôle indirect de la fidélité par la concentration intracellulaire des 
désoxyribonucléotides 
Dans les voies de biosynthèse des nucléotides puriques ou pyrimidiques, les ribonucléotide 
réductases sont les enzymes qui catalysent la réduction des ribonucléotides (ADP, GDP, CDP et 
UDP) en désoxyribonucléotides triphosphates (dNTPs) au niveau du groupement β‟-hydroxyle. Elles 
participent activement à la régulation de la concentration intracellulaire des dNTPs (pool de  dNTPs) 
par allostérie. De façon générale : NDP  dNDP  dNTP (Figure 8). 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Biosynthèse des bases nucléotidiques, d‟après Hofer et al., 2012.  
La classe de RNR utilisée, la présence de différents désoxynucleosides kinases (dNKs) varient entre les espèces. Les 
abréviations d'une lettre dans la synthèse des NTPs (U, C, A, G et I) représentent à la fois la base et son ribonucléoside 
correspondant (I représente hypoxanthine et inosine). Les voies de dégradation ne sont généralement pas incluses à 
l'exception des événements de déphosphorylation, qui sont représentés par des flèches grises sauf s‟ils sont directement 
impliqués dans la synthèse de dNTPs.  
is a sophisticated task a d, despite RNR havi g attai ed a scie tific age  of over 50 years, research 
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δa ribonucléotide réductase et une kinase sont liées à l‟ADζ polymérase et permettent de 
diriger les dNTPs vers le site actif de la polymérase. Il en existe plusieurs isoformes. Ces enzymes 
sont présentes dans les trois règnes du Vivant (Lundin et al., 2010). La concentration de chaque 
dNTP dans la cellule ainsi que la qualité de la matrice ADζ influence le taux d‟erreur d‟incorporation 
(Kunkel, β011) et n‟est pas seulement imputable à l‟ADζ polymérase. Il est possible de mesurer la 
concentration intracellulaire des nucléotides, plusieurs méthodes existent, ainsi, une réaction 
enzymatique utilisant le fragment de Klenow et le marquage radioactif a initialement été mise au point 
(Sherman and Fyfe, 1989) puis améliorée (Ferraro et al., β010). Aujourd‟hui, la méthode de choix 
utilisée est un dosage par chromatographie liquide à haute performance (HPLC) suivie d‟une 
quantification dans l‟ultra-violet (UV).  
Le tableau 3 répertorie les valeurs en dNTPs et NTPs mesurés chez différentes espèces du 
monde Vivant. De façon reproductible, le dTTP est le désoxyribonucléoside triphosphate qui apparaît 
être le plus abondant dans les cellules eucaryotes.  
Domaine  Bacteria Eukarya 
Organisme  Escherichia coli Saccharomyces cerevisiae Fibroblastes 
humains 
dNTPs 
dATP 42 (pmol/108 cellule) 16 (µM) 24 (µM) 
dTTP 117 (pmol/106 cellule) 30 (µM) 37 (µM) 
dCTP 250 (pmol/106 cellule) 14 (µM) 29 (µM) 
dGTP 33 (pmol/106 cellule) 12 (µM) 5.2 (µM) 
NTPs 
ATP Non déterminé (ND) 3000 (µM) 3150 (µM) 
UTP ND 1700 (µM) 570 (µM) 
CTP ND 500 (µM) 280 (µM) 
GTP ND 700 (µM) 470 (µM) 
ratio 
NTPs/dNTPs 
A ND 188 130 
T/U ND 57 15 
C ND 36 14 
G ND 58 90 
Références  Gon et al., 2011 Nick McElhinny et al., 2010 Traut, 1994 
 
Tableau 3. Valeurs de chaque dNTPs, NTPs et de leurs ratios mesurés chez différents organismes du Vivant.  
 
La fidélité de la réplication de l‟ADζ peut être influencée par la quantité relative des quatre 
dNTPs. Par exemple, une sur-production de dTTP associée à une sous-production de dCTP peut 
favoriser l‟insertion d‟un dTTP en face d‟une base G et augmenter ainsi le taux d‟erreur d‟incorporation 
par l‟ADζ polymérase. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, il a été montré qu‟en réponse à un 
dommage à l‟ADζ, la concentration du pool de dζTP augmente (Chabes and Stillman, β00η) suite à 
une sur-régulation des RNRs (Håkansson et al., 2006). Ceci influence directement l‟activité 
polymérase de pol réplicative en favorisant le passage d‟une lésion à l‟ADζ (Sabouri et al., 2008). 
Chez E. coli, cette augmentation du pool de dNTPs en réponse à un dommage a aussi été mesurée et 
jouerait un rôle dans la mutagénèse spontanée et induite (Gon et al., 2011). Chez S. cerevisiae, il a 
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été montré que la concentration en dNTPs augmente de 6 à 8 fois en réponse à un dommage à l'ADN 
et que cette augmentation est associée à une tolérance au dommage à l'ADN suggérant que la 
synthèse translésionelle d'ADN est plus efficace lorsque la concentration en dNTPs est élevée 
(Chabes et al., 2003).   
 
I.4. Le cas de l’incorporation de ribonucléotides 
En raison de leur faible spécificité de substrat, il n‟est pas rare que les Pols X, impliquées 
dans la réparation de l‟ADζ, incorporent des ribonucléotides (ζTPs). Ainsi, Pol  humaine est 
incapable de discriminer le groupement β‟-OH du ribose des nucléotides et par conséquent elle insert 
des NTPs autant que des dNTPs. Un seul acide aminé semble être responsable de cette 
discrimination, il s‟agit de Glyδγγ, in vitro, sa mutation engendre une augmentation de la 
discrimination dNTP/NTP par Pol µ (Ruiz et al., 2003).  
Il n‟y a que récemment qu‟une attention particulière a été portée sur l‟impact des ζTPs dans 
l‟influence de la fidélité des pols réplicatives eucaryotes. En effet, le site actif des ADN polymérases 
adopte une conformation stérique permettant de discriminer les dNTPs des NTPs et leur confère une 
haute spécificité de substrat (Joyce, 1997). Elles exercent un contrôle strict géométrique et par 
conséquent détectent la nature chimique du nucléotide (hydroxyle en position β‟) par un seul acide 
aminé nommé « the steric-gate » (Brown and Suo, 2011). Chez les organismes Vivants, compte tenu 
de la concentration intracellulaire relativement faible des dNTPs par rapport aux NTPs il est possible 
que les NTPs soient incorporés par les pols. En effet, il a été montré in vitro que l‟ADζ polymérase α, 
l‟ADζ polymérase  et l‟ADζ polymérase  pouvaient incorporer des ζTPs avec un taux d‟extension 
élevé pendant la synthèse d‟ADζ (Nick McElhinny et al., 2010a). De plus, in vivo, chez S. cerevisiae 
et S. pombe, ces trois pols incorporent des dNTPs en face de NTPs, provocants des délétions 
génétiques de 2 à 5 nucléotides (Nick McElhinny et al., 2010b ; Miyabe et al., 2011). Le mécanisme 
exact lié à l‟erreur chez S. cerevisiae n‟est pas connu mais Pol α, Pol  et Pol  effectuent des arrêts 
de polymérisation lorsqu‟un ribonucléotide est rencontré dans la matrice d‟ADζ et ceci pourrait 
conduire à des délétions dans les séquences répétées (Watt et al., β011). Chez l‟Homme, la Pol  de 
la famille B est également capable d‟incorporer des ζTPs (Göksenin et al., 2012).  
De façon très intéressante, récemment, une étude a montré chez la Pol B archéenne Tgo que 
la mutation E664K dans le site actif polymérase conjointe à la mutation de la « steric-gate » (Y409G) 
transforme l‟ADζ polymérase en une ARN polymérase capable de synthétiser des fragments d‟ARζ 
de plus de 1,7 kb (Cozens et al., 2012). Ainsi se posent des questions extrêment intéressantes 
relatives à l‟évolution adaptative existant entre les ARζ polymérases et les ADζ polymérases en lien 
avec leur spécificité de substrat. 
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II. Le controle des dommages à l’ADN lors de sa réplication 
II.1.  Les différents types de dommage à l’ADN 
Des lésions à l‟ADζ surviennent en permanence suite à l‟action de diverses sources 
chimiques (radicaux libres de l‟oxygène, agents alkylants) et physiques (rayonnements ionisants, 
agitation thermique) mais aussi dans les conditions physiologiques normales par la voie spontanée. 
Les lésions générées sont de natures très différentes et apparaissent de l‟échelle moléculaire à 
l‟échelle chromosomique. Les lésions peuvent être des modifications chimiques des bases azotées de 
l'ADN, des cassures simple brin de l'ADN, des pontages intrabrins et interbrins, des pontages ADN 
protéines et finalement des cassures double brin de l'ADN qui perturbent l'intégrité du chromosome 
entier (Figure 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9. Les différentes lésions de l’ADN et les voies de réparation spécifiques associées, d‟après εorita et al., 2010. 
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II.2. La reconnaissance des bases désaminées par les ADN polymérases 
réplicatives archéennes 
Les polymérases réplicatives de la famille B et uniquement de type archéennes (Wardle et al., 
2008) possède un domaine N-terminal en amont du domaine exonucléase dont la fonction est de 
détecter la présence d‟une base uracile (produit de la désamination de la base cytosine) ou d‟une 
base hypoxanthine (produit de la désamination de la base adénosine) dans le brin d‟ADζ matrice qui 
aurait échappé au mécanisme de réparation par l‟UDG (uracil-N-glycosylase) avant qu‟il n‟atteigne le 
site polymérase (Greagg et al., 1999 ; Fogg et al., β00β). δorsqu‟une base désaminée est reconnue, 
l‟ADζ polymérase effectue une pause dans la réplication exactement quatre bases en amont de la 
lésion. Plusieurs structures de cristaux de Pols B archéennes en complexe avec une amorce d‟ADζ 
hybridée à une matrice contenant une base uracile ou hypoxanthine ont été obtenues  (Firbank et al., 
2008 ; Killelea et al., 2010 ; Gouge et al., 2012).  Les bases désaminées sont enfouies dans une 
poche située dans leur domaine amino-terminal (Figure 10) et l‟ADζ adopte une position proche de 
celle observée lorsque la pol est en mode exonucléase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10. Positionnement de la base uracile dans la poche de reconnaissance des bases désaminées de la Pol B de P. 
abyssi (PDB 4FM1). δe duplex d‟ADζ (jaune) comporte un mésappariement de trois bases, ce qui favorise la transition 
structurale de la pol en mode exonucléase. Le brin amorce se positionne dans le domaine exonucléase (à gauche) et la matrice 
se situe dans le domaine N-terminal (spécifique des pols réplicatives) (à droite) et plus particulièrement, la base uracile effectue 
une torsion et se positionne dans la poche de reconnaissance. δ‟acide aminé Vιγ (rouge), est impliqué dans le mécanisme de 
reconnaissance, sa mutation induit une exclusion stérique de l‟uracile de la poche de reconnaissance (Firbank et al., β00θ).   
 
Base uracile 
Valine 93 
Matrice 
ADN 
Amorce 
ADN 
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De plus, des études biochimiques ont montré que lorsque le site catalytique polymérase de la 
pol se rapproche de la base désaminée situé en position +γ +β +1 voir même 0, l‟activité exonucléase 
est fortement stimulée, ainsi la polymérase ne peut pas répliquer au-delà de la base désaminée 
(Russell et al., 2009). Une étude souligne un déroulement prononcé des brins amorce/matrice lorsque 
la pol rencontre un uracile, or la séparation des deux brins est nécessaire à l‟activité exonucléase ; un 
acide aminé particulier (Y261) semble être responsable de la séparation des deux brins d‟ADζ 
(Richardson et al., 2013b). Ce mécanisme spécifique des Archaea, initialement caractérisé chez les 
Pol B d‟Euryarchaea a aussi été identifié chez les Pols B1 de Crenarchaea (Greagg et al, 1999 ; Grùz 
et al., 2003 ; Savino et al., 2004 ; Asami et al., 2006). Très récemment, une inhibition de la réplication 
d‟un ADN contenant une base uracile a été mise en évidence chez des pols de la famille D 
archéenne, les détails du mécanisme ne sont pas encore établis mais le mécanisme d‟inhibition serait 
différent de celui observé chez la famille B (Richardson et al., 2013a). 
II.3. La tolérance aux dommages à l’ADN par les ADN polymérases de la famille Y 
 
Face à des dommages sur les bases de l‟ADζ, la majorité des pol réplicatives, en raison de 
leur haute sélectivité et fidélité sont bloquées. Il en résulte un arrêt de la réplication. En revanche, les 
Pols Y sont capables de franchir des lésions à l‟ADζ en incorporant un nucléotide en face de la base 
lésée, il s‟agit de la synthèse translésionnelle. De plus, elles peuvent incorporer des dNTPs 
endommagés (Shimizu et al., 2003). En plus du cœur catalytique, composé des domaines « doigt », 
« paume », « pouce », présent chez toutes les familles de pol, les Pols Y possèdent un domaine qui 
leur est spécifique, le domaine PAD (polymerase associated domain) (Ling et al., 2001; Silvian et al., 
2001; Trincao et al., 2001) dit aussi « domaine petit doigt » qui aurait un rôle dans la modulation de 
leur spécificité de subtrat (Boudsocq et al., 2004). Les Pols Y ne possèdent pas d‟activité de relecture 
exonucléase ce qui explique qu‟elles soient peu fidèles lors de la synthèse d‟ADζ canonique (Kunkel, 
2004). De plus, contrairement aux pols des autres familles, elles ne possèdent pas la poche de liaison 
à l‟ADζ pour accommoder les paires de bases complémentaires aux niveau de l‟extrémité du brin 
néosynthétisé (Ling et al., β001). Compte tenu de l‟ensemble de ces caractéristiques, les Pols Y 
peuvent accommoder des structures erronées d‟ADζ et donc répliquer de l‟ADζ contenant des 
dommages. Le principal rôle des Pols Y réside dans la voie de tolérance aux lésions de l‟ADζ car en 
effet, si la cellule échoue dans la réparation des dommages de son ADN, les Pols Y peuvent éviter 
ces lésions en effectuant une synthèse d‟ADζ en face du site endommagé par un processus appelé 
synthèse translésionnelle (Prakash et al., β00ε). Après l‟insertion de quelques nucléotides, leur forte 
distributivité les restreint dans leur capacité d‟extension, et de ce fait évite l‟accumulation d‟erreur dans 
la réplication. De plus, le caractère distributif des Pols Y permet de faciliter le transfert pol 
translésionnelle/pol réplicative à la fourche de réplication.  
Elles sont présentes dans les trois règnes du Vivant (voir Tableau 2 pages 36-37). Chez les 
eucaryotes il y a quatre famille Y : Pol , Pol , Pol  et Rev1 (Ohmori et al., 2001 ; Shcherbakova and 
Fijalkowska, 2006). Il a été montré in vitro que chacune de ces pols a une capacité de translésion 
spécifique d‟un type particulier de lésion. En effet, alors que Pol  effectue de la synthèse 
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translésionelle en face des dimères de thymine (McCulloch et al., 2004), Pol  a plus de difficulté à 
contourner ces dommages (Johnson et al., 2000 ; Tissier et al., 2000) et semble être plus efficace 
dans la translésion d‟adduits à l‟ADN (Perrino et al., 2005; Wolfle et al., 2005). De nombreuses études 
suggèrent que ces pols sont impliquées dans la mutagénèse spontanée ou induite par les dommages 
(Bavoux et al., 2005 ; Abdulovic and Jinks-Robertson, 2006 ; Dumstorf et al., 2006). Une étude très 
récente a montré que la pol humaine Pol  est impliquée dans la synthèse de courts brin d‟ADζ lors 
de l‟arrêt d‟une fourche de réplication et faciliterait la mise en place des points de contrôle de la 
division cellulaire, ce mécanisme participant à la maintenance génomique (Bétous et al., 2013). De 
plus, cette propriété de la famille Y, chez les mammifères, est utilisée dans le processus 
d‟hypermutation somatique, phénomène de mutation ciblée qui s‟opère au niveau des gènes codant 
pour les immunoglobulines et qui contribue à la production d‟anticorps hautement affins (Seki et al., 
2005). Chez les procaryotes, les Pols Y qui sont Pol IV et Pol V ont clairement été décrites comme 
impliquées dans la mutagénèse spontanée ou induite par les agents mutagènes (Tang et al., 2000 ; 
Fuchs et al.,2004). δe taux d‟erreur de mésincorporation est relativement élevé chez les Pols Y 
eucaryotes et bactériennes, de 10-3 à 10-4 par nucléotides (Goodman, 2002).  
Au sein des Archaea, une seule famille de Pols Y a été identifiée et caractérisée dans 
l‟embranchement des Crenarchaea (Tableau 2). Il s‟agit de la pol Dpoδ de Sulfolobus solfataricus 
(Boudsocq et al., 2001) et de la pol Dbh de Solfataricus acidocaldarius (Kulaeva et al., 1996). Elles 
ont également un rôle dans la translésion (Potapova et al., 2002) et effectue du « slippage » qui est à 
l‟origine de la création de délétion de base (Wu et al., β011). δe taux d‟erreur de mésincorporation est 
relativement plus faible que leurs homologues bactériens et eucaryotes, de 10-1 à 10-3 par nucléotides 
(Kunkel et al., 2004). Une étude portant sur la délétion du gène codant pour Dbh chez Sulfolobus 
solfataricus a montré que l‟absence de cette pol ne perturbait pas la croissance de la souche ni sa 
sensibilité aux agents mutagènes. En revanche, la substitution des paires de bases G :C  T :A était 
favorisée chez les mutants (Sakofsky et al., 2012).  
Il est important de noter que d‟autres familles de pols, et notamment les pols réplicatives, 
peuvent aussi effectuer de la synthèse translésionnelle. En effet, il a été montré in vitro que la Pol B 
réplicative de Pyrococcus abyssi  effectuait de la synthèse translésionnelle lorsqu‟elle rencontrait des 
sites apuriques/apyrimidique (Palud et al., 2008). Le dommage uracile peut également être toléré par 
cette pol (Gouge et al., 2012) et par la Pol D (Richardson et al., 2013a). Chez la Pol B de Sulfolobus 
solfataricus, cette propriété a aussi été mise en évidence (Grúz et al., 2003). δ‟ADζ polymérase 
réplicative humaine Pol  est un hétérotétramère, suite à l‟activité d‟agents génotoxiques comme les 
UV, Pol  est convertie en trimère suite à la dégradation de la petite sous unité p12. In vitro, le trimère 
montre des propriétés biochimiques modifiées, il effectue moins de synthèse translésionelle des sites 
AP, en revanche, il possède une meilleure activité exonucléase et effectue moins d‟erreur lors de 
l‟insertion de nucléotides. δa conversion du tétramère en trimère consiste finalement à une réponse 
cellulaire aux dommages à l‟ADζ (εeng et al., β00θ). εême si cette propriété des pols réplicatives 
peut engendrer des mutations au niveau du génome, elle permet en outre d‟éviter le blocage et l‟arrêt 
de la réplication de l‟ADζ. 
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II.4. La réparation des dommages à l’ADN par les ADN polymérases de la famille X 
 
La cellule possède toute une batterie de systèmes plus ou moins complexes qui lui permet de 
détecter les dommages à l‟ADζ, de les réparer ou de s‟en accommoder. Ainsi, on recense six 
principaux systèmes de réparation au sein des trois règnes du Vivant. Il s‟agit de la réparation directe 
de la lésion (photolyase pour les dimères de thymine, méthyltransférases pour m6G, m1A, m3C), la 
réparation par excision de base ou « base excision repair » (BER), la réparation par excision de 
nucléotides ou « nucleotide excision repair » (NER), la réparation des mésappariements ou 
« mismatch repair » (MR), le « non-homologuous end-joining » (NHEJ) et la réparation par 
recombinaison homologue (Figure 11). La première catégorie comprend des mécanismes ad hoc, 
spécifiques d'un type de lésion donnée. Les cinq derniers systèmes sont généralistes et sont chacun 
capable de réparer un ensemble de lésions diverses. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Activités spécialisées des différentes voies de la réparation sur l’ADN, d‟après Garcia-Diaz and Bebenek, 
2007. 
 
La forte diversité des pols impliquées dans les voies de la réparation de l‟ADN explique leur 
place au sein des diverses voies de réparation de l‟ADζ. La famille X est présente chez les 
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eucaryotes, chez les procaryotes ainsi que chez certains virus, (Garcia-Diaz et al., 2000 ; Garcia-Diaz 
et al., 2005). Chez les Archaea, aucune pol de cette famille n‟a pour le moment été identifiée. Les 
membres de la famille X [Pol , pol , Pol , Pol  et la terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)] 
ont des structures tridimensionelles similaires mais des propriétés biochimiques différentes. La 
particularité structurale de la plus par des membres de cette famille est la présence d‟un domaine de 
liaison à l‟ADζ à l‟extrémité ζ-terminal de θ kDa qui est impliqué dans la liaison aux substrats d‟ADζ 
« gapped » (Beard et al., 2006) et serait impliqué dans le mécanisme de remplissage de brin. Elles se 
distinguent dans la diversité des interactions avec l‟ADζ, de ce fait, elles interviennent dans 
différentes voies de réparation à l‟ADζ.  
Durant la première phase du BER, des bases intermédiaires apurinique/apyrimidique (AP) 
hautement mutagènes sont produites. Les endonucléase AP jouent alors un rôle important, dans le 
sens où elles reconnaissent les résidus abasiques et hydrolysent la liaison phosphodiester créant une 
structure intermédiaire avec une extrémité γ‟-OH et une extrémité ε‟-dRP. Les membres de la famille 
X sont alors capables d‟éliminer le résidu dRP et d‟incorporer le nucléotide manquant.  
 
δa pol  et la pol  ont une activité spécifique ε‟-déoxyribose phosphate (dRP) lyase portée 
par un domaine accessoire en N-terminal. Leur activité polymérase se situe dans le domaine C-
terminal. Pol  insère préférentiellement un seul nucléotide au cours du BER (Wilson et al., 2000) 
alors que Pol  et Pol  interviennent dans la réparation des cassures doubles brins. Au cours de la 
voie du BER, Pol  hydrolyse le ε‟désoxyribose résultant du clivage par l‟endonucléase de la liaison 
phosphodiester en ε‟ du ribose endommagé ; elle comble la brèche et la ligature s‟effectue par une 
ADN ligase. Pol  peut répliquer les lésions induites par les UV comme les dimères de thymine, cela 
suggère une implication de cette pol dans l‟instabilité génétique induite par les UV (Servant et al., 
β00β). Pol  est la principale dRPlyase impliquée dans la réparation des lésions oxydatives telle que 
la 8-oxoguanine et la 5,6-dihydrouracil (Allinson et al., 2001 ; Batra et al., 2012). 
 
Pol  et Pol  ont la propriété intrinsèque de synthétiser l‟ADζ de façon discontinue sur les 
extrémités terminales des ADN appariés ou non (Domínguez et al., 2000), cette propriété, due à la 
présence d‟un domaine BRCT les rend aptes à la participation à la voie du NHEJ. De plus, Pol  est 
impliquée dans la voie de réparation des lésions oxydatives (8oxoG notamment) et agit de concert 
avec la glycosylase MutY (Markkanen et al., 2012). Les pols TdT effectuent de la synthèse d‟ADζ 
indépendamment du brin matrice et participent au NHEJ qui a lieu dans les cellules immunitaires au 
niveau du gène récepteur de l‟antigène (ζick εcElhinny and Ramsden, β00δ λ Bertocci et al., β00ζ). 
δes cellules eucaryotes portent également un autre membre de la famille X, la Pol . Elle serait 
impliquée dans la cohésion des chromatides chez S. cerevisiae (Wang et al., 2000).  
 
A l‟échelle de l‟organisme, chez les mammifères, les pols de la famille X ont une spécificité 
cellulaire et ne s‟expriment pas dans tous les tissus. Aussi, des études de délétions de gènes ont 
permis de montrer des dysfonctionnements du système immunitaire en l‟absence de Pol  ou de Pol  
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chez la souris, alors que l‟absence de Pol  engendre une mort rapide et met en évidence son rôle 
essentiel à la survie des mammifères.  
De façon intéressante, une Pol X a été identifiée chez le procaryote Bacillus subtilis (PolXBs), 
elle effectue le remplissage de petites brèches à l‟ADζ et elle pourrait jouer un rôle dans la réparation 
de l‟ADζ (Baños et al., 2008). D‟autres Pols X bactériennes, celles de Thermus thermophilus (ttPolX) 
(Nakane et al., 2009) et Deinococcus radiodurans PolX(Dr) (Lecointe et al., 2004 ; Blasius et al., 2006) 
ont été caractérisées. Ces Pols X bactériennes présenteraient une activité AP-endonucléase 
intrinsèque qui, en coordination avec l‟activité polymérase, leur permettraient de reconnaitre, exciser 
et réparer les sites AP (Baños et al., 2010). Par ailleurs, une délétion de Pol X(Dr) chez D. 
radiodurans, exposé aux rayons gamma dans le but d‟induire des cassures doubles brins à l‟ADζ, 
entraine la diminution de la survie des bactéries mutées (Lecointe et al., 2004). Le mécanisme de gap-
filling d‟une seule base a été caractérisé chez  ttPol X et de façon curieuse cette pol semblerait lier le 
substrat dNTP avant de se lier à l‟ADζ endommagé (ζakane et al., 2012). Les Pols X bactériennes 
possèdent des similarités de séquence avec celles des Pols X eucaryotes, en effet, elles possèdent 
un domaine additionnel polyhistidinol phosphatase (PHP) dans la partie C-terminale. Ce domaine est 
également présent chez les pols  réplicatives de la famille C. 
 
Même si chaque membres des familles de pols réplicatives, translésionnelles et de la 
réparation ont des activités catalytiques très spécifiques et sont impliquées dans des voies 
enzymatiques distinctes, une certaine dynamique et collaboration s‟effectue entre les pols. Par 
exemple, au cours de la réplication lorsqu‟un dommage est détecté, une dynamique d‟interaction entre 
Pol B et Pol Y  a été mise en évidence chez Sulfolobus solfataricus (De Felice et al., 2007). 
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machineries (A) and Archaea uses different mechanisms for cell division (B). 
 
Troisième partie :  
Les Archaea hyperthermophiles en tant 
que micro-organismes modèles de 
l‟étude de la maintenance génomique 
 
I. La réplication chez les Archaea 
δa réplication chez les Archaea s‟effectue selon un mode de réplication de type bactérien 
mais implique des homologues de protéines de la réplication de types eucaryotes (Figure 12) 
(Myllykallio et al., 2000 ; Grabowski and Kelman, 2003 ; Barry and Bell, 2006 ; Cann, 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12. Schéma montrant la similitude de la machinerie de la réplication entre les Archaea et les Eukarya (A) et la 
différence de mécanisme de division cellulaire entre les Archaea et les Eukarya (B), d‟après Cann, β00θ. 
 
En effet, le chromosome est circulaire tout comme chez les bactéries et la taille moyenne est 
d‟environ 1,ε εbp. Chez les Archaea, l‟ADζ est répliqué de façon bidirectionnelle, à grande vitesse, à 
partir d‟une origine de réplication, c‟est le cas de Pyrococcus abyssi (Myllykallio et al., 2000) ; ou de 
plusieurs origines de réplication, c‟est le cas par exemple de la Crenarchaea Sulfolobus solfataricus 
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(Lundgren et al., 2004), de l‟Euryarchaea Haloferax volcanii (Norais et al., 2007), et de la Crenarchaea 
Pyrobaculum calidifontis (Pelve et al., β01β). δ‟organisation des opérons et le motif de Shine-Dalgarno 
nécessaire à l‟initiation de la traduction sont communs aux Archaea et aux bactéries (Karlin et al., 
β00ε). De plus, les fragments d‟Okazaki caractérisés chez les Archaea ont des tailles de 1ε0 pb tout 
comme chez les eucaryotes, chez les bactéries ils sont de plus grande taille, de 1 à 2 kb (Matsunaga 
et al., 2003). Le RPA (replication protein A) des Archaea comporte trois sous-unités, tout comme chez 
les eucaryotes (Komori and Ishino, 2001). Cependant, des différences au sein même des Archaea, en 
fonction de l‟embranchement, ont été mises en évidence. En effet, chez les Crenarchaea, il existe trois 
isoformes de PCNA (De Felice, 1999 ; Kawarabayasi, 1999, Kawai et al., 2011), deux ou trois ADN 
polymérases réplicatives de la famille B (Pisani et al., 1992 ; Edgell et al., 1997 ; Cann et al., 1999a), 
et une ADN polymérase de la famille Y (Kulaeva et al., 1996, Boudsocq et al., 2001). Chez les 
Euryarchaea, à l‟heure actuelle, un PCζA (Cann et al., 1ιιιb), une ADζ polymérase de la famille B 
(Cann et al., 1999b) et une ADN polymérase de la famille D (Uemori et al., 1997 ; Cann et al., 1998 ; 
Gueguen et al., 2001) ont été identifiés. Il existe en fait différents réplisomes, un pour chaque domaine 
du Vivant, cependant ils ont tous les trois un mécanisme réactionnel commun menés par des acteurs 
protéiques fonctionnellement et structurellement conservés.  
Voici les différentes étapes de la réplication de l‟ADζ au niveau de la fourche de réplication et 
l‟intervention séquentielle des acteurs protéiques dans ce mécanisme pour le cas du réplisome 
archaéen (Figure 13A et 13B). Il y a reconnaissance de l‟origine de réplication par les protéines OBP 
(Origin Binding Proteins), Cdcζ/Orc1 s‟y lie, ce qui provoque une torsion de la double hélice d‟ADζ et 
son déroulement local rendant ainsi l‟origine de réplication accessible aux acteurs protéiques de la 
réplication [Figure 13A (1)]. Ensuite, l‟hélicase réplicative appelé aussi le complexe de maintenance 
minichromosomique (MCM) ouvre la double hélice d‟ADζ [Figure 13A (2)] et les protéines de liaison à 
l‟ADζ simple brin RPA se lient à l‟ADζ déroulé en vue de le protéger. Ginsβγ et Ginsε1 interagissent 
avec la primase et avec le MCM par l‟intermédiaire d‟une nucléase associée aux Gins (Gan) et 
forment ainsi la base structurale du réplisome (Figure 13B). Ensuite, au niveau du brin retardé et du 
brin avancé, l‟étape d‟initiation s‟effectue : la primase (p41/p46) synthétise les fragments 
d‟ARζ [Figure 13A (3)] ; puis, il s‟agit de l‟étape d‟élongation κ tout d‟abord le facteur de processivité 
(PCζA) trimérique, est chargé sur l‟ADζ à l‟aide du facteur de réplication C (RFC) pentamérique de 
façon ATP-dépendante, le PCζA encercle alors l‟ADζ et positionne les ADζ polymérases B ou D au 
niveau de la jonction amorce/matrice. Ainsi, les ADζ polymérases effectuent la synthèse de l‟ADζ par 
extension des amorces [Figure 13A (δ)]. Enfin, au cours de l‟étape de maturation des fragments 
d‟Okazaki, les amorces d‟ARζ sont enlevées par Fen1 ou par RζaseHII/Fen1 et les fragments 
d‟Okazaki sont liés par l‟ADζ ligase ATP-dépendante (Lig1) [Figure 13A (5)].  
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II. Implication des ADN polymérases réplicatives archéennes dans la 
maintenance génomique s’effectuant à haute température 
 
II.1. La famille B chez les Archaea 
De un à trois membres de la famille B ont été identifiés chez les Archaea à l‟heure actuelle. 
Les Crenarchaea possèdent plusieurs pols de la famille B avec des rôles distincts bien identifiés dans 
la réplication du chromosome. Ces protéines ont des similarités dans leur séquence en acides 
aminés, dans leur structure tridimensionnelle et possèdent toutes une activité de relecture γ‟  ε‟ 
exonucléase. Tout comme les Pols B des organismes eucaryotes et procaryotes, les propriétés 
biochimiques de l‟enzyme [liaison à l‟ADζ, Km pour les dNTPs, processivité, sensibilité à des 
inhibiteurs comme l‟antibiotique aphidicoline (inhibiteur historiquement spécifique de Pol α de la 
famille B)], varie considérablement d‟une espèce à l‟autre (Perler et al., 1ιιζ ; Kelman, 2000). Les 
différences de conditions environnementales dans lesquelles se développent ces organismes 
pourraient en partie expliquer ces caractéristiques biochimiques (Chaban et al., 2006).  
Beaucoup de membre de Pol B d‟Euryarchaea comportent entre une et trois intéines (Perler et 
al., 1996 ; Ishino and Cann, 1998 ; MacNeill, 2001). Elles se situent toutes dans des régions 
hautement conservées au sein de l‟unité catalytique polymérase. Un autre caractère, actuellement 
identifié uniquement chez Pol B de M. thermotrophicus, concerne la sous-unité catalytique qui est 
séparée en deux polypeptides, ainsi, l‟enzyme n‟est active que lorsque les deux sous-unités sont 
associées (Kelman et al., 1999).  
Comme exposé dans la deuxième partie de ce chapitre, les ADN polymérases sont 
indispensables à la réplication mais ont également un rôle dans la recombinaison et la réparation de 
l‟ADζ. Chez les Archaea, la question se pose de savoir si Pol B est la pol réplicative. Chez les 
Crenarchaea, cela semble être le cas car seules des pols de famille B ont été identifiées, même si 
certaines espèces possèdent également une pol de la réparation de la famille Y, ce qui est le cas de 
Sulfolobus solfataricus (Boudsocq et al., 2001) et de Methanosarcina acetivorans (Lin et al., 2010). 
Chez les Euryarchaea, le rôle de Pol B comme pol réplicative a été suggéré notamment chez 
Pyrococcus abyssi (Henneke et al., 2005), toutefois, une étude génétique récente sur l‟Euryarchaea 
Thermococcus kodararaensis, a montré que la Pol B ne serait pas essentielle à la survie de 
l‟organisme. δa fonction de pol réplicative pour la Pol B archéenne peut être admise car : 
 i) toutes les réplicases identifiées chez les eucaryotes (Pol α, Pol , Pol ) appartiennent à la 
famille B, 
  ii) une activité de relecture γ‟ ε‟ a été détéctée chez toutes les Pol B archéennes qui se 
trouve être aussi une propriété catalytique des Pols B bactériennes et eucaryotes, iii) chez les 
bactéries et les eucaryotes, l‟activité polymérase des pols réplicatives est connue pour être stimulée 
par les protéines accessoires de la réplication tels que le PCNA/clamp et la protéine de chargement 
(RCF/clamp loader)  (Hingorani and O‟Donnell, β000), ce qui est aussi le cas des Pols B archéennes.  
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Chez les Euryarchaea, en plus de Pol B une nouvelle famille dans le règne du Vivant, a été 
découverte, il s‟agit d‟une pol de la famille D. δ‟ensemble de ces observations appuie l‟idée que chez 
les Euryarchaea, Pol B soit la seule enzyme réplicative et pourrait agir de concert avec Pol D à la 
fourche de réplication.  
La structure tridimensionnelle des Pols B étudiées chez plusieurs Archaea ont révélé une 
architecture similaire. Six structures de Pol B issues d‟organismes d‟Euryarchaea ont été 
résolues chez Desulfurococcus Tok (Zhao et al., 1999), Thermococcus gorgonarius (Hopfner et al., 
1999), Pyrococcus kodakaraensis (Hashimoto et al., 2001), Thermococcus sp. 9°N-7 (Rodriguez et 
al., 2000), Pyrococcus furiosus (Kim et al., 2008) et Pyrococcus abyssi (Gouge et al., 2012). Leur 
topologie est également similaire à la structure de la pol gp43, pol de la famille B du bactériophage 
RBζι (Wang et al., 1ιιη). Un domaine de liaison à l‟ARζ a été identifié dans la structure des Pols B 
archéennes et est également présent chez les pols réplicatives eucaryotes, Pol  et Pol  (Zhao et al 
1999). 
II.2. La famille D chez les Archaea 
Pol D, quant à elle, est une ADN polymérase spécifique des Euryarchaea (Uemori et al., 1997, 
Ishino et al., 1998 λ Cann et al., 1ιιθ). D‟un point de vue structural, Pol D est un hétérodimère 
composé d‟une petite sous-unité nommée DP1 qui a un rôle de correction des erreurs (domaine 
exonucléase) et d‟une grande sous-unité DPβ portant l‟activité ADζ polymérase. Alors que la 
séquence primaire de DP2 présente des similarités avec celles des autres ADN polymérases 
archéennes, celle de DP1, en revanche, montre des homologies de séquence avec les petites sous-
unités des pols réplicatives eucaryotes telles que la sous-unité pη0 (Pol α), la sous-unité Cdc27p (Pol 
) et la sous-unité pεε (Pol ) (εakiniemi et al., 1ιιι) (Yamasaki et al., β010). De ce fait, Pol D 
pourrait être l‟homologue fonctionnel archéen de pol  (Tahirov et al., β00ι). DPβ, isolée de DP1, a 
une faible activité catalytique polymérase alors que l‟association en hétérodimère stimule l‟activité 
polymérase et l‟activité γ‟  ε‟ exonucléase (Uemori et al., 1997 ; Ishino et al., 1998 ; Gueguen et al., 
2001 ; Jokela et al., 2004). Ces observations suggèrent que Pol D soit une pol réplicative chez les 
Euryarchaea. De plus, la stimulation de cette pol par le PCNA et le RFC (Cann et al., 2001 ; Henneke 
et al., 2002) conforte cette hypothèse. Plus particulièrement, des études biochimiques ont montré que 
la Pol D de P. abyssi se liait au PCζA par l‟intermédiaire de deux motifs PIP (Castrec et al., β00ι). 
Henneke ses collaborateurs ont montrés que Pol B et Pol D étaient nécessaires à la réplication de 
l‟ADζ de Pyrococcus abyssi (Henneke et al., 2005).  
Aucune structure de l‟ensemble de l‟hétérodimère n‟a été obtenue à ce jour, néanmoins, la 
structure du domaine N-terminal de la grande sous-unité DPβ et la structure d‟une partie de la sous-
unité DP1 ont été résolues (εatsui et al., β011). Une partie de DP1 semble disposer d‟un repliement 
similaire à celui des AAA+ ATPases et pourrait lier le PCNA (Tang et al., 2004). D‟autre part, des 
études suggèrent que Pol D participe aux mécanismes de la recombinaison et de la réparation de 
l‟ADζ en raison de son interaction démontrée avec un homologue archéen de Rad51 (Hayashi et al., 
1999). 
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Des études génétiques d‟extinction de gène chez Halobacterium indiquent que les deux ADN 
polymérases Pol B et Pol D seraient essentielles à la viabilité de l‟organisme (Berquist et al., β00η). 
Tandis que chez les bactéries une seule pol, Pol III, se dimérise à la fourche de réplication pour mener 
à bien la synthèse des brins avancé et retardé (Kelman and O‟Donnell, 1ιιε), chez les Archaea, deux 
pols de famille distinctes, Pol B et Pol D agissent de concert à la fourche de réplication (Rouillon et al., 
β00η), à l‟image des Eukarya, où Pol  est en charge de la réplication du brin avancé et pol  du brin 
retardé (Burgers, 2009). En revanche, des études récentes utilisant des outils de génétique chez 
Thermococcus kodakarensis ont montré que seule Pol D, et non Pol B, serait essentielle à la survie de 
l‟organisme (Cubonovà β01γ). 
II.3. Les ADN polymérases archéennes face aux dommages à l’ADN 
Dans la deuxième partie de cette étude bibliographique nous avons vu que Pol B et Pol D sont 
impliquées dans la reconnaissance des bases désaminées, lésion de l‟ADζ supposée accélérée à 
haute température (Lindahl and Karlström, 1973 ; Lindahl and Nyberg, 1974). In vitro, en condition 
d‟excès molaire, la synthèse translésionnelle est possible lorsque Pol B rencontre une base uracile 
(Gouge et al., β01β) et également lorsqu‟elle est confrontée à un site apurinique, avec une 
incorporation préférentielle d‟un dAεP en face de cette lésion (Palud et al., β00θ) ; respectant la règle 
du A (Matray and Kool, 1999 ; Zahn et al., 2007 ; Obeid et al., 2010). Ainsi, ces deux ADN 
polymérases présentent une activité translésionnelle similaire à celle des pols de la famille Y 
présentes uniquement chez les Crenarchaea. 
Outre la propriété de reconnaissance très spécialisée des bases endommagées désaminées 
par les deux familles de pols présentes chez les Euryarchaea, à ce jour, in vivo, aucune pol de la 
réparation de l‟ADζ n‟a été décrite chez les Archaea. Cependant, des similarités de séquences et de 
structures entre la pol de la réparation humaine (Pol ) et la primase de P. furiosus (Augustin et al., 
β001) suggèrent que la primase pourrait avoir un rôle dans la réparation de l‟ADζ (δe Breton et al., 
2007). De façon intéressante, une nouvelle famille d‟ADζ polymérase a été identifiée sur un plasmide 
Pyrococcus sp Pp12-1 ; six gènes, dont des homologues codés par le virus PAV1 de P. abyssi (Geslin 
et al., 2003 ; Geslin et al., 2007), ont été décrits, cette étude révèle que les plasmides et les virus sont 
de véritables réservoirs de nouvelles protéines impliquées dans la réplication de l‟ADζ (Soler et al., 
β010). Il serait intéressant d‟étudier le comportement de ces pols face aux dommages à l‟ADζ. 
δ‟ensemble de ces données suggère que soit d‟autres ADN polymérases sont impliquées 
dans la réplication/réparation de l‟ADζ, soit que d‟autres mécanismes spécialisés doivent êtres 
impliqués mais sont, à ce jour méconnus, ou encore que les mécanismes de réparation de l‟ADζ 
soient très actifs (constitutifs) chez les Archaea hyperthermophiles. 
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III. Les ADN polymérases en interaction avec les acteurs protéiques du 
réplisome 
Le « proliferating cell nuclear antigen » (PCNA) également appelé « clamp » est une protéine 
qui accompagne le déplacement de l‟ADζ polymérase le long du brin d‟ADζ en cours de réplication et 
peut favoriser sa processivité qui, par définition, est le nombre de nucléotides incorporés par unité de 
temps au cours d‟un cycle d‟attachement de la pol à l‟ADζ. δe facteur de processivité PCζA 
Pyrococcus abyssi se lie à Pol B par le peptide d‟interaction au PCNA (motif PIP) et à Pol D par deux 
motifs PIP et augmente l‟efficacité d‟extension respective des deux pols (Castrec et al., 2009). 
Cependant, des études ont souligné que le PCζA n‟a pas toujours une fonction d‟adjuvant de la 
processivité. En effet, tout récemment, un nouveau motif PIP a été identifié dans le domaine C-
terminal de la Pol B1 de Sulfolobus solfataricus. Il serait essentiel à la formation du complexe Pol-
PCNA mais aussi, et principalement, à son attachement continu à la pol tout au long de la synthèse 
d‟ADζ (Bauer et al., β01γ). De plus, l‟association éventuelle des pols en trimère, comme c‟est le cas 
pour la Pol B1 de S. solfataricus, contribue fortement à la processivité intrinsèque de l‟enzyme 
(Mikheikin et al., 2009). La structure du complexe pol-PCNA-ADN de Pyrococcus furiosus a été 
analysée par microscopie électronique en conformation exonucléase ou polymérase. Les résultats 
structuraux des interactions entre les protéines suggèrent que le PCNA aurait un rôle dans la 
transition structurale du mode polymérase au mode exonucléase (Nishida et al., 2009 ; Mayanagi et 
al., 2011) (Figure 14). De plus, au niveau fonctionnel, lorsque le complexe Pol B-PCNA rencontre une 
base désaminée (uracile ou hypoxanthine), la présence du PCζA inhiberait l‟action des enzymes de la 
réparation UDG et endonucléase V (Emptage et al., 2008). De la même façon, chez l‟humain, PCNA 
aurait un rôle dans la régulation de l‟activité mutagène de l‟ADζ polymérase translésionnelle (Nelson 
et al., 1996 ; Pavlov et al., 2001 ; Guo et al., 2001 ; Northam et al., 2006). 
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Figure 14. Le mécanisme de transition structurale du mode exonucléase (« editing ») vers le mode polymérase du 
complexe Pol B-PCNA-ADN chez Pyrococcus furiosus et les interactions protéiques mises en jeu. (A) Le complexe en 
mode exonucléase. Pol B et PCNA sont respectivement en bleu et vert. δes brins d‟ADζ matrice et amorce sont représentés 
respectivement en orange et rouge. Les deux acides aminés E1η1 de la zone d‟interaction du PCζA sont représentés par des 
sphères rouges. Les acides aminés de la pol, R706, dans le domaine « pouce » et R379, dans le domaine « paume » sont 
représentés par des sphères jaunes. Le motif DIE, dans le site actif d'exonucléase, et le motif DTDG, dans le site actif de l‟ADζ 
polymérase sont représentés respectivement par des sphères orangée et verte. Alors que E171 est détaché de R706, la zone 
d‟interaction proche du motif PIP-box impliquant R171, est en contact avec le résidu R379 de la Pol B et permet de stabiliser la 
configuration fermée du complexe. (B) δe complexe en mode polymérisation. δes zones d‟interactions entre le PCζA et Pol B 
sont inversées par rapport à celles du mode d'édition, d‟après εayanagi et al., 2011). 
 
Une étude concernant la caractérisation de l‟interaction in vitro et in vivo entre Pol Y et les 
protéines de la reconnaissance de l‟origine de replication Orc1/cdcζ chez Sulfolobus solfataricus, a 
mis en évidence l‟existence d‟un mécanisme d‟interaction à la fois physique et fonctionnel. En effet, 
lorsque l‟ADζ est sain, Orc1/cdcζ forme un complexe avec Pol Y stimule la liaison à l‟ADζ et coopère 
avec PCζA dans l‟activité de polymerisation. En revanche, lorsque l‟ADζ comporte un 
mésappariement, Orc1/cdcζ inhibe la liaison à l‟ADζ et l‟activité de polymérisation de Pol Y (Yang et 
al 2010). 
IV. Thermostabilité des ADN polymérases d’archées et intérêt 
biotechnologique 
En raison des conditions de vie des Archaea hyperthermophiles, la question de l‟effet de la 
température sur les protéines se pose. De façon générale, les protéines issues d‟organismes vivants à 
haute température sont dites thermostables en raison de l‟adaptation même de leur structure primaire, 
secondaire, ternaire et de leur repliement dans l‟espace. Par rapport aux protéines dites mésophiles, 
une diminution du nombre d‟acides aminés thermolabiles (alanine, histidine, glutamine, thréonine) a 
été rapportée chez les organismes thermophiles (Jaenicke et., al 2001). Par exemple, la Pol B de P. 
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furiosus comporte quatre cystéines qui établissent des ponts disulfures et ont un rôle dans la propriété 
de thermostabilité (Killelea and Connolly, β011). D‟un point de vue structure secondaire, les 
thermophiles ont une plus grande fraction de leur acides aminés organisés en hélices α (Kumar et al., 
2000). Les liaisons ioniques entre les acides aminés sont également plus nombreuses et participent 
au compactage global de la protéine et donc à la réduction de l‟exposition des surfaces (Jaenicke et 
al., 1991 λ Jaenicke et al., 1ιιζ). De plus, l‟augmentation de la densité de charge induit une réduction 
de la taille des cavités lors du repliement de la protéine. De même que la limitation de l‟accès aux 
extrémités N-terminale et C-terminale augmenterait aussi la stabilité chez les Archaea (Hennig et al 
1995). Une étude de thermostabilité des pols de P. abyssi a montré que la Pol B conservait 100 % de 
son activité enzymatique après un chauffage de 2h à 90°C ; à 100°C, son activité est diminuée de 
30% (Gueguen et al., 2011). 
Cette propriété de thermostabilité rend les Pols B issues d‟archées hyperthermophiles 
particulièrement intéressantes pour leur utilisation en technique de réaction de polymérisation en 
chaîne (PCR). La PCR a été mise au point en 1986 par Karry Mullis (Mullis et al., 1986) et est, depuis 
lors, l‟outil premier de la biologie moléculaire dans de nombreux domaines scientifiques. C‟est une 
technique in vitro qui permet d‟amplifier de façon exponentielle des fragments d‟ADζ. δa première 
polymérase thermostable, utilisée dans cette technique, fut Pol I (Taq polymérase) de la bactérie 
Thermus aquaticus (Saiki et al., 1ιθθ) et c‟est la pol la plus communément utilisée encore aujourd‟hui. 
Cependant, cette pol réplicative est dépourvue de fonction exonucléase et peut donc effectuer des 
erreurs de réplication et les cumuler. C‟est la raison pour laquelle, au cours des βε dernières années, 
l‟utilisation des Pols B archéennes en PCR et leur commercialisation s‟est développée. On peut citer 
l‟exemple des Pols B de Pyrococcus furiosus (Lundberg et al., 1991), Thermococcus fumicolans 
(Cambon-Bonavita et al., 2000) et Pyrococcus abyssi (Dietrich et al., 2002). Ces pols sont hautement 
fidèles mais moins rapides que la Taq pol. Actuellement, grâce aux connaissances approfondies des 
rôles des acides aminés au sein des pols il est possible de moduler leur activité spécifique et de 
générer des nouvelles méthodes variantes de la PCR classique. Par exemple, des mutations sur des 
régions précises de Pfu ont permis de rendre la pol extrêmement peu fidèle et ainsi d‟utiliser cette 
propriété pour effectuer des PCR « error-prone » pour de la mutagénèse aléatoire de protéines (Biles 
and Connolly, 2004). La méthode de mutagénèse aléatoire est une méthode utilisée dans le 
développement de protéines aux propriétés modifiées et dans l‟étude structure-dynamisme-fonction 
des protéines. Car en effet, la relation structure-fonction est un concept très important dans l‟étude 
des systèmes et notamment en Biologie. Il met en relation la forme d‟une entité et l‟activité qui en 
découle car la strucrure d‟une protéine détermine sa fonction. 
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Comme nous l‟avons vu dans le chapitre I de ce manuscrit, les ions catalytiques divalents sont 
au cœur des réactions enzymatique des pols. δa nature chimique des ions métalliques utilisés par les 
polymérases in vivo n‟est pas simple à déterminer. En effet, les structures cristallographiques sont 
obtenues dans des solutions tampons synthétiques, elles contiennent du Mg2+, du Zn 2+ ou encore du 
Mn2+ dans les sites actifs des pol. La structure du complexe ternaire cristallographique 
(Pol/ADζ/dTTP) de l‟ADζ polymérase du bactériophage RBζι a été obtenue avec deux ions Ca2+ au 
sein du site actif polymérase et du site actif exonucléase (Franklin et al., 2001). 
Dans les études in vitro de mesures d‟activité polymérasique des pols, le cofacteur 
exclusivement utilisé est le Mg2+ sous forme de chlorure de magnésium, de sulfate de magnésium ou 
encore d‟acétate de magnésium. En ce qui concerne les études de l‟activité exonucléase, l‟ion 
métallique divalent manganèse (Mn2+) est aussi utilisé (Pisani and Rossi, 1993). Ainsi, de façon 
surprenante, il s'est avéré que PabPolB était capable d'utiliser l'ion calcium en tant que cofacteur pour 
mener à bien les réactions d'extension d'amorce. Ce mécanisme est rare, et à notre connaissance, n'a 
été décrit jusqu'à présent que chez une Pol translésionnelle de la famille Y de l'Archaea Sulfolobus 
solfataricus (Irimia et al., 2006).  
Afin de mieux comprendre le mécanisme réactionnel mis en jeu lorsque l‟activité catalytique 
est menée par le cofacteur Ca2+, nous avons comparé les propriétés intrinsèques de PabPolB, in vitro 
en présence de  Mg2+ ou de Ca2+ comme cofacteur. Ainsi, des expériences de caractérisation 
enzymatique de l‟ADζ polymérase B de P. abyssi ont été menées dans le but de : 
 
- Définir la concentration optimale en ion métallique divalent en tant que cofacteur lors de la 
réaction d‟extension d‟amorce (activité polymérase) et de dégradation d‟amorce (activité 
exonucléase). 
 
- Comparer la rapidité de polymérisation en présence de Mg2+ ou de Ca2+ par des expériences 
de cinétique d‟extension d‟amorce. 
 
- Définir les paramètres de la cinétique enzymatique à savoir, l‟affinité pour chaque dζTP et la 
sélectivité pour les dζTPs, l‟efficacité catalytique d‟incorporation de chaque dζTP. 
 
- Etudier la flexibilité des sites catalytiques pol et exo par des expériences d‟échange d‟ions. 
 
- Comparer l‟utilisation du Ca2+ comme cofacteur par d‟autres familles d‟ADζ polymérase des 
trois domaines du Vivant. 
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ABSTRACT 
Family B DNA polymerase, (PabPolB) is one of the two major DNA polymerases in the 
hyperthermophilic Euryarchaeon Pyrococcus abyssi. High fidelity DNA replication is ensured by the 
coordinated polymerization and exonuclease proofreading. Like all biochemical processes, both 
polymerase and exonuclease activities require divalent metal ion cofactors to be effective, Mg2+ being 
the most common. The consequence of replacing Mg2+ by Ca2+ as a cofactor for family B DNA 
polymerase have not been investigated to date. Here we show that not only Mg2+ but also Ca2+ can be 
used by PabPolB to carry out polymerization on primed DNA. However, no exonuclease activity 
occurs in the presence of Ca2+. To explore the ionic requirements for PabPolB, Mg2+ or Ca2+ are 
employed as catalytic metal ions in primer extension assays in order to compare the polymerization 
efficiency and the selective dNTPs incorporation. Then, the ionic accessibility of polymerase and 
exonuclease catalytic sites are examined in ion displacement assays. The results clearly show that the 
velocity is reduced with Ca2+ compared to Mg2+, highlighting a novel cofactor feature. Moreover, we 
observe that higher amounts of heparin are required to trap PabPolB in a Ca2+-dependent 
polymerizing mode, likely indicating that PabPolB affinity for the DNA template is more pronounced in 
the presence of Ca2+compare to Mg2+. Finally, dNTPs incorporation does not vary with Ca2+, 
suggesting that PabPolB selectivity is likely comparable to Mg2+. All these observations suggest that 
the catalytic mechanism with Ca2+ is totally different than Mg2+. Moreover, we show that Ca2+ utilization 
as a catalytic ion by other DNA polymerase families seems to be exclusive to the family B DNA 
polymerase. 
CHAPITRE II : Etude biochimique des cofacteurs de PabPolB                    Article en préparation 
- 72 - 
 
INTRODUCTION 
PabPolB is a family-B DNA polymerase from an Archaeon organism named Pyroccoccus abyssi (P. 
abyssi). This characterized hyperthermophilic and anaerobic organism (Erauso et al., 1993) was 
isolated from marine hydrothermal fluids at 2 000 m depth, Fiji bassin (Auzende et al., 1991). The 
ability of P. abyssi to strictly colonize hot marine environment confers enzyme hyperthermostability 
(Dietrich et al., 2002). Particularly, PabPolB remains enzymatically active at 90°C (Gueguen et al., 
2001) and sustains temperature variations, makes it useful for PCR reactions (ISIS commercial 
version, MP Biomedicals), in addition to the high level efficiency and accuracy of DNA copying 
generally held by the family B DNA polymerase.  
Alone, PabPolB is able to synthesize long length DNA fragments (7-8 kb). However it cannot extends 
and displaces RNA primers. Strand displacement of DNA fragments is fully enhanced with the 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Henneke et al., 2005). In 2005, Henneke et al proposed that 
at the replication fork of P. abyssi, PabPolB deals with PabPolD to carry out accurate DNA replication. 
It has been proposed that PabPolB, which restrictively extend DNA primer, synthesizes the leading 
strand while PabPolD acts on the lagging strand. PabPolB interacts with PCNA via the universally 
conserved consensus sequence PCNA-interacting protein (PIP) box and is able to stimulate the 
loading of PCNA (Rouillon et al., 2007). That ability of P. abyssi to survive in very high temperature 
environments can be attributed, in part, to the ability of PabPolB to tolerate one of the most common 
DNA lesion, the endogenous abasic apurinic/apyrimidinic (AP) site (Palud et al., 2008). In addition, the 
so-called read-head function to detect promutagenic uracil bases, firstly identified in the family-B DNA 
polymerase in the euryarchaeon Pyrococcus furiosus (Pfu) (Greagg et al., 1999) through its uracil 
recognition pocket, (Fogg et al., 2002 ; Shuttleworth et al., 2004 ; Firbank et al., 2008) has been 
recently found in PabPolB. Due to the fact that in PabPolB, uracil as well as canonical and non 
canonical bases can enter the uracil recognition pocket, we redefined it as the base checking pocket 
(Gouge et al., 2012).   
PabPolB, as all DNA replicative polymerases, catalyzes the addition of mononucleotide units derived 
from deoxynucleoside ε‟-triphosphates (dζTP) to the γ‟-hydroxyl terminus of a primer chain in a 
reaction that requires a DNA template which directs the enzyme in its selection of the specific 
incoming nucleotide (Kornberg and Baker, 1991). Replicative family B DNA polymerases during DNA 
replication have dual activities. One is the polymerase phosphodiester bond creation which is 
responsible for DNA elongation. It occurs in the polymerase active site located in the « palm » domain. 
The other one is the reverse reaction consisting of DNA degradation. It takes place in the exonuclease 
active site located in the exonuclease domain that is conserved among replicative pol. It is known to 
confer high fidelity to DNA polymerase (McCulloch and Kunkel, 2008).  
Divalent metal ions are essential for both polymerase and exonuclease activities (Lehman and 
Richardson, 1964 ; Kornberg, 1980). Their chelation by EDTA or their elimination by mutagenesis 
result in the loss of dNMP into the solution structure of the exonuclease domain (Derbyshire et al, 
1988) therefore abolishing the hydrolytic phosphoryl transfer reaction. The proposed two metal ion 
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mechanism for the exonuclease activity of the Klenow fragment consists of metal ion A attacking the 
hydroxide ion with one electron pair oriented towards the phosphorus for the cleavage of the 
phosphodiester bond. εetal B is hypothesized to facilitate the leaving of the γ‟-hydroxyl group and to 
stabilize the transition state. Similarly, in the polymerase active site, two divalent metal ions are also 
required. Whereas the metal A reduces the pKa of the γ‟-hydroxyl group of the growing primer and 
attacks the phosphorous of the dNTP, metal B stabilizes the transition state (Beese and Steitz, 1991 ; 
Brautigam and Steitz, 1998). The common strategy for DNA synthesis is evidenced by the similar 
geometry of the bound DNA, nucleotide, and metal ions. Several triplex crystal structures of DNA 
polymerases with DNA and nucleotide substrate were solved. All these structures feature a conserved 
active-site geometry that includes a kink in the ε′-end of the template strand and, most strikingly, a 
large conformational change in the fingers for substrate binding.  
To date, only one study reports the use of Ca2+ by archaeal family Y DNA polymerase (Dpo4) to 
perform DNA synthesis with very low efficiency (Irimia et al., 2006). Here we show that PabPolB is 
able to use Ca2+ as cofactor to perform DNA polymerization but not DNA degradation. The detailed 
examination of the functional intrinsic properties of PabPolB with Ca2+ suggests that the catalytic 
mechanism is totally different than Mg2+. Interestingly, Ca2+ usage for polymerase activity seems to be 
restricted to family B DNA polymerases.  
MATERIAL AND METHODS 
Enzymes and DNA substrates 
Wild-type (PabPolB exo+) and exonuclease-deficient (PabPolB exo -) (D215A) (Evans et al., 2000) 
were produced and purified as previously described (Gouge et al., 2012). PabPol D was produced and 
purified as previously described (Palud et al., 2008). Bacterial recombinant clone for production of 
family B DNA polymerase from the mesophilic crenarchaeon Methanosarcina acetivorans (MacPolBI) 
was kindly gifted by Isaac K. O. Cann, and purification of the MacPolBI was done as previously 
described (Robbins et al., 2004). Family X mesophilic DNA polymerase  from human was kindly 
provided by Ulrich Hübscher. Family Y DNA polymerase Dpo4 from the hyperthermophilic 
crenarcheaon Sulfolobus solfataricus was purchased from Enzymax, family B DNA polymerase Pfu 
from the hyperthermophilic euryarchaeon Pyrococcus furiosus was purchased from Promega, family B 
DNA KOD HiFi polymerase from the hyperthermophilic archaeon Thermococcus kodakaraensis was 
purchased from Novagen and family B DNA polymerase from the mesophilic bacteriophage T4 was 
purchased from New England Biolabs. 
All oligonucleotides were purchased from Eurogentec (Seraing, Belgium). The unlabelled and ε‟-Cy5 
indocarbocyanin® labelled oligonucleotides were respectively purified by RP-cartridge and RP-HPLC. 
The sequences used are dependent on the experiment and are indicated in Figures legends. The 
oligonucleotide templates were annealed to ε‟-end labelled oligonucleotide primers in the presence of 
10 mM Tris-HCl, pH 8.0, and 50 mM NaCl at a 1:1 molar ratio by heating to 95 °C for 3 min and 
cooling to room temperature. M13ssc (single-stranded circular M13mp18 DNA) purchased from New 
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England Biolabs was annealed to the 32-nt oligonucleotide at a 1:3 molar ratio in 10 mM Tris–HCl, 
pH 8.0, and 50 mM NaCl, by heating at 75 °C for 15 min followed by cooling to room temperature. 
Primer extension assays 
Primer extension reaction of the fluorescent-labeled 17-mer primer ε‟-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGCC-
γ‟ annealed to the 87-mer template ε‟-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGG 
TACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC-3‟ (βε nε) were carried out 
in final volume (10 µl) containing 50 mM Tris (pH 8.8), 1 mM DTT, 10 mM KCl, indicated MgCl2, CaCl2, 
SrCl2 or BaCl2 concentrations, as indicated and 200 µM each of the dNTPs. Polymerizations were 
initiated by adding DNA polymerases at various amounts. 75 nM for PabPolB exo+ /exo -, MacPolBI, 
Dpo4 and Pol  ; 148 nM for PabPolD ; 0.75U for T4 and Pfu and 0.06U for KOD HiFi. Reactions were 
carried out at 37°C for mesophilic DNA polymerases and at 55°C for thermophilic DNA polymerases at 
the indicated times. Reactions were stopped by adding 15 µl of stop buffer [84% formamide, 10 mM 
EDTA, 0.01 N NaOH, and 1 µM of competitor oligonucleotide (an exact complement of the template)] 
followed by heating at 95°C for 8 min. Products were detected using 8 M urea denaturing 
polyacrylamide (17%) gel electrophoresis followed by visualization with a Mode Imager Typhoon 9400. 
Primer extension reaction of the fluorescent-labeled 32-mer primer ε‟-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGCC 
TGCAGGTCGACTCTA-γ‟ annealed to the M13mp18 template (7 nM) were performed in final volume 
(10 µl) containing 50 mM Tris (pH 8.8), 1 mM DTT, 10 mM KCl, indicated MgCl2 or CaCl2 
concentrations. When required P/T was preincubated with PabPCNA for 8 min at 60°C. Then, 
reactions were initiated with 200 nM or 16 nM of PabPolB exo+ /exo – and 200 µM each of the dNTPs 
at 60°C at the indicated times. Reactions were quenched by addition of a 2-fold excess of EDTA (over 
divalent ion cofactor) and 40% formamide. Products were denatured for 5 min at 100°C, resolved on 
1% alkaline agarose gel and visualized with a Mode Imager Typhoon 9400. 
PabPolB exonuclease assays 
Primer degradation reaction of the fluorescent-labeled 17-mer primer ε‟-Cy5-TGCCAAGCTTGCATGC 
C-γ‟ annealed to the 87-mer template ε‟-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTC 
GGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC-γ‟ were carried out as 
described above in the absence of dNTPs.   
Steady-state kinetic analysis 
Reactions were performed as described for primer extension assays except that 5 nM polymerase and 
fluorescent-labeled 26-mer primer ε‟-Cy5-TGCCAAGCTATGCCTGCAGGTCG-γ‟ annealed to the 34-
mer template ε‟-GGATCCTGCGACCTGCAGTGCAAGCTTGGCA-γ‟ were used. Single dζTP 
incorporation opposite G base is measured with either dCTP or dTTP at increasing concentrations as 
shown. Time points and pol concentrations were chosen in which primer extension was < 20% and the 
ratio of extended primers and unextended primers was plotted against time to give a linear plot of 
product formation. The band intensities of extended primers (+1 nt) and unextended primers were 
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quantified using the ImageQuantTL 8.0 software. The initial velocities of reactions were calculated as 
the slopes of the lines for each concentration of dNTP, plotted against dNTP concentration and fitted 
to a square hyperbola (V = Vmax[dNTP])/(Km + [dNTP])) with GraphPadPrim 5.2 software. Apparent Km 
and Vmax obtained from the fit were used to calculate the efficiency of deoxyribonucleotide 
incorporation. 
RESULTS 
Effect of calcium concentration on catalytic activities of PabPolB 
Ca2+ is known to be an inhibitor of DNA polymerase. Figure 1 shows that without the addition of a 
divalent metal cation, no extension occurs, indicating that cofactors are essential for DNA synthesis.  
Mg2+ and Ca2+ ions were included in primer extension reactions with short primer-template (P/T) 
oligonucleotides as shown Figure1A. PabPolB has an optimum polymerization activity at 5 mM for 
both divalent metal ions (Figure 1B). However, exonuclease activity is deficient in the presence of Ca2+ 
(Figure 1C). Based on these observations, we decided to explore overall PabPolB intrinsic properties 
with Ca2+ and to systematically compare to Mg2+. 
 
 
Figure 1. Catalytic activities of PabPolB in the presence of increasing Mg2+ or Ca2+ concentrations. 
The DNA polymerase (75 nM) was added to the primer-template (A) with dNTPs (200 µM) (B) or without dNTPs 
(C) and the extension (B) or the degradation (C) of the Cy5-labelled DNA P/T is obtained at increasing Mg2+ or 
Ca2 concentrations at 55°C for 30 min. First lane of each gel is the reaction without enzyme. Total percentage 
under each gel represents either extended (B) or degraded (C) products. Quantification of the extension is 
defined as the ratio of extended full length products to total products. Reference oligonucleotides of 8, 17 and 87 
bases are indicated by arrows.  
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When the influence of Mg2+ concentrations is examined in primer extension assays with long-length 
DNA P/T (32-nt/M13mp18), DNA polymerization works best at about 5 mM. In contrast, optimal 
concentration is never obtained with Ca2+ (Figure 2).  
 
Figure 2. DNA synthesis on primed M13mp18 DNA template by PabPolB in the presence of increasing Mg2+ or 
Ca2+ concentrations. 
The DNA polymerase (200 nM) was added to the primer-template in the presence of dNTPs (200 µM). Effect of 
increasing Mg2+ or Ca2+ concentrations on primer extension by PabpolB was measured as described in Materials 
and methods. First lane of each gel is the reaction without enzyme. Molecular weight markers are labeled on the 
right of the gel. 
 
Effect of Ca
2+
 on full-length extension ability by PabPolB 
We next assess the ability of PabPolB to perform full-length DNA synthesis in the presence of Ca2+ on 
either on a long or short P/T (Figure 3A and 3B). As shown in Figure 3A, full-length DNA synthesis is 
completed at about 16 minutes with Mg2+, whereas 24 hours are required with Ca2+ to obtain full-
length replicated M13mp18. This result demonstrates that the rate of DNA extension by PabPolB is 
clearly reduced with Ca2+ compared to Mg2+. This observation holds true when primer-extension assay 
is carried out on short P/T as highlighted by the fitted values (Figure 3B). Ca2+ is not as suitable as 
Mg2+ but clearly is not an inhibitor of PabPolB polymerase activity. Ca2+ seems to induce a different 
DNA polymerization mechanism for PabPolB. We then searched for DNA extension reaction 
conditions which could improve Ca2+-mediated rate extension. Interestingly, as shown in Figures 3C 
and 3D, the increase of reaction temperature in one hand, and the addition of PabPCNA on the other 
hand, respectively enhance primer extension activity by PabPolB with either Ca2+ or Mg2+. As a result, 
replicated M13mp18 products were longer corresponding to the attachment of 200 extra bases on 
DNA fragments.  
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A higher dNTP affinity for PabPolB with Ca 
2+
  
Initial primer extension assays using the labeled P/T 32/M13mp18 displayed reduced polymerase 
activity of PabPolB with Ca2+ compared to Mg2+. This observation prompted us to investigate the 
single nucleotide incorporation of PabPolB exo+ and PabPolB exo- in the presence of either Mg2+ or 
Ca2+. Figure 4A and B shows that dNTP incorporation is similar with the two divalent ions; as 
expected, for PabPolB exo+, only dCTP is incorporated opposite G. In contrast, the lacking proof-
reading PabPolB (PabPolB exo-) incorporates dCTP opposite G but also dTTP with a lower efficiency. 
Besides, no significant difference were observed when Ca2+ and Mg2+ concentrations varied (2 mM, 5 
mM and 10 mM) (Supplementary data, Figure S1 and Table S1). According to these results, the 
determination of the kinetic constants for single incorporation of dNTP was performed. Analysis of 
these data shows that the enzymatic reactions obey Michaelis-Menten kinetics (Figure 4D and E) 
(Supplementary data, Figure S2 and S3). The calculated values are summarized in Table 1. 
Interestingly, kcat are lower with Ca
2+ than with Mg2+ (0.07 min-1 versus 0.26 min-1 for PabPolB exo+ 
and 0.066 min-1 versus 0.147 min-1 for PabPolB exo-), suggesting that dCTP is slowly incorporated per 
protein with Ca2+. This observation is consistent with the results obtained in Figure 3B, demonstrating 
a rate of DNA synthesis reduced in the presence of Ca2+. The calculated Km values for dCTP with Mg
2+ 
(0.196 µM for PabPolB exo+ and 0.076 µM for PabPolB exo-) and with Ca2+ (0.042 µM for PabPolB 
exo+ and 0.033 µM for PabPolB exo-) show a higher affinity of PabPolBs for the correct nucleotide in 
the presence of Ca2+.  
The catalytic efficiency (kcat/Km) for PabPolB exo+ and PabPolB exo– did not vary significantly in the 
presence of Ca2+ or Mg2+; the values were 1.2-fold higher for PabPolB exo+ and 1-fold higher for 
PabPolB exo- when Ca2+ is used instead of Mg2+. Under these steady-state conditions, the turnover of 
PabPolB exo+ and PabPolB exo- is respectively 3.5-fold and 2-fold lower with Ca2+ compared to Mg2+. 
Interestingly, the turnover of PabPolB exo+ with Ca2+ is comparable to PabPolB exo–, probably 
because Ca2+ inhibits the proof-reading activity of the wild-type PabPolB as shown in Figure 1.  
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n  PabPolB  Cofactor  Template : 
incoming 
dNTP  
V
max
 (nM/min)  K
m
 (µM)  k
cat
 (min
-1
) 
x 10
-3
  
Catalytic 
efficiency 
k
cat
/Km  
(µM
-1
min
-1
) x 10
-3
  
Efficiency 
relative to 
Mg
2+
  
f(misinsertion 
frequency)  
7  Wild-type  Mg
2+
  G : dC  1.305 ± 0.055  0.1963 ± 0.038  261.00  1329.6        
8  Wild-type  Ca
2+
  G : dC  0.348 ± 0.019  0.0424 ± 0.007  69.58  1640.7  0.θ1 (↑1.β x )     
17  Exo-  Mg
2+
  G : dC  0.736 ± 0.025  0.0756 ± 0.015  147.12  1946.5     1  
9  Exo-  Ca
2+
  G : dC  0.331 ± 0.017  0.0327 ± 0.006  66.12  2024.5  0.ιζ (↑ 1 x)  1  
5  Exo-  Mg
2+
  G : dT  0.743 ± 0.082  180.9 ± 40.43  148.56  0.8212     0.0004  
5  Exo-  Ca
2+
  G : dT  0.111± 0.015  396.6± 133.33  22.26  0.0561  0.0η (↓ 1εx)  0.00003  
 
Table 1. Kinetic parameters of nucleotide incorporation opposite template G with Mg2+ or Ca2+ by PabPolB exo+ 
and PabPolB exo-. 
For kinetic analysis, experimental data of the rate of incorporation as a function of dNTP concentration were fitted 
by nonlinear regression, using the program GraphPad Prism 4. The data were fitted to a Michaelis-Menten 
equation: velocity = Vmax*[dNTP]/Km+[dNTP]. Apparent Km and Vmax kinetic parameters obtained from the fit were 
used to calculate the efficiency of dNTP incorporation (kcat/Km). The kinetic values are the average of 5 to 17 
determinations and are showed with SD. The f(misinsertion frequency) for PabPol B exo- is the ratio of efficiency 
for the incorrect nucleotide to the efficiency for the correct nucleotide.  
 
Ionic accessibility of polymerase and exonuclease active sites.  
The ability of PabPolB to degrade an oligonucleotide in the γ‟ ε‟ direction through its exonuclease 
domain in the presence of Ca2+ was investigated. No exonuclease activity was detected upon 
incubating with either P/T DNA (Figure 1C, right) or with increasing amounts of PabPolB(Figure 5A). 
Moreover, longer incubation times (24 hours) and the use of various P/T oligonucleotide sequences 
(Figure 5B) did not trigger exonuclease activity. Modification of pH buffer (Figure 5C) or counterion of 
calcium (Figure 5D) had no effect either. Positive controls show that exonuclease activity of PabPolB 
was proficient in all conditions tested with 5 mM Mg2+ optimal concentration (Figure 1C, left and Figure 
5A-C). These observations support the conclusion that Ca2+ cannot be used as a catalytic metal ion 
for the exonuclease activity of PabPolB.  
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Figure S2 and Table S2. Steady-state kinetics of PabPolB exo+ and PabPolB exo- with either Mg2+ or Ca2+. 
Figure S2 shows representative gels of steady-state kinetic measurements. 5 nM of wild-type or exo- PabPolB 
were incubated with P/T (26/34) (25 nM) in the presence of dCTP or dTTP at various concentration ranges as 
indicated with either Mg2+ or Ca2+ (5 mM). Reactions were carried out at 55°C, for 4 min for dCTP incorporation 
with Mg2+, 8 min for dCTP incorporation with Ca2+, and 8 min for dTTP incorporations with Mg2+ or Ca2+.  
Table S2 shows Michaelis-Menten plots of PabpolB exo+ and PabpolB exo- for dCTP incorporation with Mg2+(A), 
PabpolB exo+ and PabpolB exo- for dCTP incorporation with Ca2+(B), PabpolB exo- for dTTP incorporation with 
Mg2+(C), PabpolB exo- for dTTP incorporation with Ca2+(D).  
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Troisième partie : 
 Résultats supplémentaires 
 
I. Matériels et méthodes supplémentaires 
I.1 Amplification de l’ADN génomique par PCR 
Un fragment d‟ADζ génomique de P. abyssi de 500 kb (20 ng/µL) a été amplifié en présence 
d‟amorce spécifiques reverses et forward (1 µM), de dNTPs (200 µM), dans le tampon  d‟incubation 
contenant 50 mM Tris HCl pH 8,8, 1 mM dithiothreitol, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2 et d‟une gamme 
croissante de CaCl2 dans un volume réactionnel final de 25 µL. Les réactions ont été initiées par 
l‟ajout de 1 Unité d‟ADζ polymérase Isis™ (version commercialisée par εP Biomedicals de PabPolB 
exo+) et 30 cycles de réactions de polymérisation en chaines ont été effectués en thermocycleur 
(GenAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) selon le programme suivant : 
- Dénaturation initiale  (3 min – 94°C) 
- Dénaturation    (1 min – 94°C)  
- Hybridation des amorces  (1 min – 55°C)      X 30 cycles 
- Elongation    (2 min – 72°C)  
- Elongation finale  (5 min – 72°C) 
 
δes fragments amplifiés ont ensuite été analysés par électrophorèse en gel d‟agarose 0,θ % 
contenant du bromure d‟éthidium et visualisés sous UV avec l‟Imager BioRad. 
 
II. Résultats supplémentaires 
δ‟ensemble des résultats obtenus souligne que le Ca2+ peut être utilisé comme cofateur de 
PabPolB pour mener à bien la synthèse d‟ADζ. Toutefois, les expériences montrent que les 
propriétés intrinsèques de PabPolB sont quelques peu modifiées en présence de Ca2+. δ‟hypothèse 
d‟un mécanisme réactionnel différent de celui induit par le εg2+ est alors posée. Les résultats exposés 
dans cette partie concernent l‟impact de l‟utilisation du Ca2+ comme cofacteur sur les propriétés déjà 
bien identifiées de PabPolB. ζotamment, les propriétés de liaison à l‟ADζ simple brin et double brin, 
et les propriétés de reconnaissance et de tolérance des dommages au cours de la synthèse d‟ADζ. 
Ces résultats sont très préliminaires. 
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II.1. Effet du Ca2+ en tant que cofacteur sur les propriétés intrinsèques de 
PabPolB 
II.1.1. Liaison à différent type de structures ADN 
Ces mesures ont été réalisées par la technique de retard sur gel « EMSA » décrite dans 
l‟article publié Gouge et al., β01β. Pour des raisons expérimentales du fait de l‟absence de dζTP dans 
la réaction, et donc pour ne pas activer la potentielle dégradation des brins d‟ADζ lors de la réaction 
de liaison, la version exo- de PabPolB a été utilisée (mutant dont l‟activité exonucléase est nulle). 
δ‟absence d‟agent dénaturant dans le gel prévient la dénaturation de l‟ADζ et de la protéine, et 
conserve, au cours de la migration, les complexes formés lors de la réaction. Deux types de structure 
d‟ADζ ont été étudiés κ de l‟ADζ simple brin et de l‟ADζ double brin amorcé, ainsi que deux 
longueurs différentes de simple brin (19 et 32 nucléotides). Une gamme de concentration de PabPolB 
exo- a été effectuée en présence de Mg2+ ou de Ca2+ afin de détecter une éventuelle modification 
d‟efficacité de liaison à l‟ADζ. Dans la méthode « EMSA », une liaison de la protéine à l‟ADζ marqué 
se traduit par un retard à la migration sur gel nommé « shift » par rapport à l‟ADζ libre marqué. Sur 
les figures, les formes libres d‟ADζ sont indiquées par des flèches, les complexes ADN/PabPolB sont 
indiqués par des flèches en gras.  
La première différence importante à noter est la capacité de liaison de PabPolB à des 
oligonucléotides simples brins, et que cette liaison est dépendante de la longueur de l‟oligonucléotide. 
En effet, alors qu‟un complexe (ADζ/PabPolB) est visible à 0,1ζ µε avec l‟oligonucléotide de γβ nt 
(Figure 16B, piste ζ) aucun complexe n‟est détectable en présence de  l‟oligonucléotide de 1ι nt aux 
concentrations en PabPolB testées (Figure 16B, piste 1 à 4). Ce résultat est identique en présence du 
cofacteur Mg2+ ou  Ca2+ (comparer Figures 16B et C). La liaison de PabPolB au duplexe 
amorce/matrice (19/32) est visible entre 0,16 et 0,32 µM de PabPolB (pistes 10 et 11). En présence 
de Ca2+, la liaison de PabPolB au duplexe semble être totale dès 0,16 µM de PabPolB (formation du 
complexe en piste 10 indiqué par la flèche noire). Cependant, l‟interprétation du résultat est incertaine 
puisque l‟intensité de fluorescence globale des bandes du P/T semble être parasitée en présence de 
Ca2+. De façon générale, PabPolB semblerait se lier préférentiellement à l‟ADζ γβ nt > 1ι/γβ >1ι nt. 
Lorsque le cofacteur Mg2+ est remplacé par le Ca2+, seule la liaison de PabPolB au duplexe 19/32 
semble être augmentée. Les différents complexes observés (indiqués par diverses flèches sur le gel) 
correspondent très probablement à des monomères (pour la forme la plus pénétrante) et des dimères 
de PabPolB. Dans ce cas, plusieurs possibilités de fixation existent : une liaison à la jonction 
amorce/matrice ou une liaison à la partie simple brin de la matrice ADN. Egalement, une fixation 
coopérative de PabPolB est envisageable. D‟autres oligonucléotides ont été étudiés. PabPolB avait 
plus de capacité à se lier à un ADN simple brin de 87 nt lorsque le cofacteur utilisé était le Ca2+ ; en 
revanche, la capacité de liaison à un duplexe 17/87 était similaire en présence de Mg2+ ou de Ca2+ 
(résultats non montrés). 
 
CHAPITRE II : Etude biochimique des cofacteurs de PabPolB                           Résultats supplémentaires 

- 94 - 
 
Dans notre étude, nous montrons, par des expériences d‟extension d‟amorce hybridée à une 
matrice contenant différents dommages à l‟ADζ, en condition « running start », que PabPolB effectue 
une pause de la synthèse d‟ADζ quatre bases en amont de la base uracile (soit en position 29) et que 
de la synthèse au-delà du dommage est possible (Figure 17B, piste 2 et 3). De façon intéressante, la 
synthèse au-delà de la lésion uracile est quasiment inexistante lorsque Ca2+ est utilisé comme 
cofacteur par rapport à Mg2+ ; ceci est surtout vrai pour la version exo- (comparer Figure 17B et C, 
pistes 1, 2 et 3). Ainsi, la forte affinité conférée à PabPolB par le Ca2+ (montré dans l‟article en 
préparation) diminue la tolérance au dommage uracile par rapport au Mg2+. Même dépourvue de son 
activité de relecture (mutant exo-), PabPolB devient intolérante aux dommages lorsque Ca2+ est utilisé 
comme cofacteur à l‟image de PabPolB exo+ (comparer Figure 17C, pistes 1 et 2). Les mêmes 
résultats sont observés pour le dommage AP, mais, dans ce cas, l‟arrêt de la polymérisation a lieu 
exactement au niveau de la lésion AP, c‟est-à-dire en position 33 (Figure 17B et C, pistes 4 à 6). La 
tolérance de PabPolB aux dommages oxydatifs de l‟ADζ (oxoG et oxoA) se traduit sur les gels par 
l‟absence d‟une pause au cours de la polymérisation au moment de la lecture des bases 
endommagées (Figure 17B, pistes η à 1γ). Cette tolérance n‟est quasiment pas affectée en présence 
de Ca2+ (Figure 17C, pistes 7 à 13). Ces résultats ne sont que préliminaires, cependant, ils soulignent 
que la nature des cofacteurs métalliques divalents peut moduler la propriété de tolérance des ADN 
polymérases à certains dommages. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Réaction d’extension d’amorce en présence d’ADN endommagé contenant une lésion ponctuelle par 
PabPolB exo- avec du Mg
2+ 
ou du Ca
2+
. 
Profils d‟électrophorèse en gels dénaturants de polyacrylamide 1η % / urée θ ε des produits des réactions enzymatiques 
effectuées en présence de βε nε d‟amorce marquée en ε‟ par l‟indocarbocyanin® Cy5 de 17 nucléotides hybridée à une 
matrice de 87 nucléotides comportant une base uracile (U), apurinique (AP), 8oxoG ou 8oxoA en position 33 (X) (A), de 200 µM 
de dNTPs et en présence de 5 mM de cofacteur Mg2+ (B) ou Ca2+ (C). Les réactions ont été initiées par l‟ajout de ηε nε de 
PabPolB exo+ ou exo- comme indiqué et incubées 30 min à 55°C. La piste 17 comporte le marqueur de taille 
d‟oligonucléotides. 
U AP oxoG oxoA
3’-ACGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATXTCCTAGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGAC-5’
5’-CY5-TGCCAAGCTTGCATGCC-3’
33A
B
C
Cofateur Mg2+
Cofateur Ca2+
dX:
Pistes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
PabPolBexo + - - + - - + - - + - -
29
17
37
33
29
17
37
33
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II.3. Comportement de PabPolB en présence de ribonucléotides (NTPs)  
II.3.1. Incorporation unique de NTP 
Les pols tranlésionnelles de la famille Y, en raison de leur faible spécificité de substrat, 
peuvent incorporer des NTPs lors de la synthèse d‟ADζ (Grύz et al., 2003). Plus récemment, malgré 
la spécificité élevée des pols réplicatives pour leurs substrats, des études ont montré que la Pol  
eucaryote incorpore des ζTPs au cours de la synthèse d‟ADζ (ζick εcElhinny et al., β010a).  
Dans cette expérience, la capacité de la Pol B archéenne de P. abyssi à incorporer des NTPs 
a été explorée en présence des cofacteurs Mg2+ et Ca2+. Une structure particulière d‟amorce hybridée 
à une matrice a été utilisée de sorte qu‟au cours de l‟extension, la première base instructrice à être lue 
soit la base G. Tout d‟abord, les résultats montrent que l‟incorporation de ribonucléotides par PabPolB 
exo+ et PabPolB exo- est possible (Figure 19B et C, pistes β), en revanche l‟incorporation n‟est pas 
suffisante pour obtenir un produit d‟extension finale de γδ nt (Figure 19 B et C, pistes 2). Ensuite, les 
résultats montrent que seule la base CTP est incorporée et respectant ainsi l‟appariement Watson-
Crick (piste 5), la sélectivité de la base et non du sucre semble donc être conservée. Toutefois, la 
stimulation intense de l‟activité exonucléase lors de l‟incorporation du CTP par PabPolB exo+ (Figure 
19C, piste ε) témoigne d‟un signal d‟alarme. Cette activité de relecture semble prévenir l‟incorporation 
des trois autres bases (Figure 19C, pistes 3 à 6). Lorsque Ca2+ est de le cofacteur de la réaction, 
PabPolB exo- incorpore très faiblement le pool des quatre NTPs, une base seulement (Figure 19B, 
piste 8) de la même façon que la base CTP (Figure 19B, piste 11). Nous avons montré précédemment 
que l‟activité de relecture de PabPolB exo+ est inhibée lorsque Ca2+ est le cofacteur (article en 
préparation) l‟incorporation de deux bases de CTP par PabPolB exo+ est tout de même réalisée en 
présence de Ca2+ mais de façon moindre à celle faite en présence de Mg2+ (comparer pistes 5 et 
pistes 11, Figure 19B et C). 
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Première partie: 
 Présentation de l‟étude 
 
δe maintien de l‟intégrité du génome de génération en génération est indispensable à la survie 
des espèces. δ‟ADζ des organismes est constamment soumis à des agressions physiques et 
chimiques plus ou moins intenses et pouvant varier au cours du temps. Il n‟est donc pas rare que des 
dommages à l‟ADζ surviennent. Il existe des mécanismes de détection et de réparation des 
dommages à l‟ADζ qui, s‟ils ne sont pas fidèles, génèrent des lésions persistantes qui pourront être 
transmises aux générations futures.  
Bien que la structure en double hélice de l'ADN offre une protection contre les coupures 
glycosidiques et les désaminations, les hautes températures participent, entre autres, à l'accélération 
de la réaction de désamination des bases nucléotidiques de l'ADN adénine et cytosine (Lindahl and 
Karlstrom, 1973 ; Lindahl and Nyberg, 1974 Lindahl, 1979 ; Shen et al., 1994). L'ADN simple brin est 
formé transitoirement pendant la transcription, la réplication et la recombinaison. C‟est au cours de 
ces processus que les bases cytosines et adénosine de l‟ADζ sont particulièrement vulnérables. Une 
des réactions chimiques courantes est la désamination de la cytosine et de l‟adénine qui donne 
respectivement l‟uracile et l‟hypoxanthine par hydrolyse d‟un groupement amine –NH2. δ‟uracile, 
possédant une structure chimique proche de celle de la thymine, peut s‟apparier à une adénine 
donnant une transition C:G  T:A à la prochaine génération de cellules. Ce dommage est donc 
hautement mutagène.  
Dans la cellule, deux lignes de défense contre la réaction de désamination de la cytosine ont 
été identifiés à ce jour. Un des mécanismes consiste en l‟élimination de la base uracile. Il est initié par 
des glycosylases spécifiques de l‟uracile (Pearl, 2000) et est ensuite pris en charge par les voies de 
réparation de l‟ADζ. En effet, des UDG (Uracil DζA Glycosylases) ont été identifiées chez des 
organismes thermophiles (Sandigursky and Franklin, 1999 ; Starkuviene and Fritz, 2002). Tout 
récemment, une UDG a été isolée et caractérisée chez une Archée du genre Pyrococcus (Li-bo et al., 
2012). Une autre voie existe au sein de la cellule et consiste en l'ajustement de la concentration 
cellulaire en dUTP (Vértessy et al, 2009). Une troisième ligne de défense spécifique est présente au 
sein même de certaines ADN polymérases. Il s'agit d'une reconnaissance structurale de l'uracile. Ce 
mécanisme a été vu en détail dans la deuxième partie du chapitre I de ce manuscrit (page 48), il 
participe à la haute fidélité des pols réplicatives archéennes. C'est un mécanisme moléculaire de 
lecture en amont de la base uracile (Greagg et al., 1999). Il induit un arrêt de la polymérisation qui 
permet ensuite l'intervention des mécanismes de réparation de l‟ADζ, il s‟agit en quelque sorte d‟un 
mécanisme d‟alerte précoce, signalant une anomalie de la réplication. 
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En collaboration avec les cristallographes εarc Delarue et Jérôme Gouge de l‟Unité de 
Dynamique Structurale des εacromolécules de l‟Institut Pasteur à Paris, nous avons cherché à 
comprendre plus en détail le phénomène de reconnaissance de la base endommagée uracile par 
l'ADN polymérase B de Pyrococcus abyssi au cours de la synthèse d‟ADζ. Par une approche 
méthodologique complémentaire, à la fois structurale et fonctionnelle, nous avons tenté de 
comprendre les mécanismes qu‟utilise PabPolB, dépourvue de sa fonction exonucléasique, pour 
discriminer les bases endommagées des bases canoniques en cours de synthèse de l'ADN.  
Des cristaux de PabPolB ont été obtenus puis la structure tridimensionnelle de PabPolB en 
complexe avec une construction amorce/matrice d‟ADζ contenant une base désaminée uracile a été 
résolue. La structure cristallographique obtenue, hautement résolutive, a révélé l'existence, au sein du 
domaine N-terminal, d'une structure en « T-cleft » située sous la poche de reconnaissance de 
l‟uracile. Cette structure implique trois acides aminés qui chélatent un ion métallique divalent par 
l'intermédiaire de six molécules d'eau, formant ainsi une sphère d'hydratation. La présence de six 
molécules d‟eau autour d‟un métal est rare dans les structures cristallographiques des protéines mais 
plus courant dans les structures d‟oligonucléotides. De plus, en raison de sa proximité avec la poche 
de reconnaissance à l'uracile, l‟hypothèse proposée est que ce T-cleft jouerait un rôle dans la liaison à 
l‟ADζ et dans la reconnaissance de dommage. Ainsi, deux hypothèses ont été émises quant au rôle 
de l‟ion métallique divalent : 
 i) δe métal sert de guide à l‟ADN pour passer dans le T-cleft.  
 ii) δe métal permet à PabPolB d‟effectuer une reconnaissance de l‟uracile, de marquer une 
pause dans la polymérisation et ainsi d‟augmenter la discrimination entre une base lésée et une base 
canonique. Ces hypothèses, qui reposent sur des résultats de données structurales, ont été étudiées 
d‟un point de vue fonctionnel. Pour cela, des mutations ponctuelles des acides aminés de PabPolB 
formant le T-cleft impliqué dans la liaison à l'ion métallique ont été effectuées (D4A (acide aspartique 
 alanine, E251A (acide glutamique  alanine), D343A) rendant ainsi les acides aminés moins 
hydrophiles, et de fait, abolissant les liaisons avec la sphère d‟hydratation.  
δ‟étude fonctionnelle s‟est déroulée de la façon suivante : 
- Production et purification de PabPolB et de ses mutants (Annexe 1, pages 189-190). 
- Contrôle quantitatif (dosage de la concentration) et qualitatif (pureté (Annexe 2, page 190), 
activité exonucléase) des protéines purifiées.  
- Mise au point des conditions expérimentales pour la mesure des activités ADN polymérases 
et comparaison de la cinétique d‟extension d‟amorce hybridée à de l‟ADζ sain ou de l‟ADζ 
endommagé par les PabPolBs. 
- Mesure de la capacité de liaison des PabPolBs aux matrices saines et endommagées en 
présence ou non d'ion métallique Mg2+. 
 
L'ensemble des résultats obtenus a été valorisé sous la forme de publication scientifique dans la 
revue scientifique « Journal of Molecular Biology », (voir ci-après).  
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Deuxième partie: 
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Troisième partie: 
 Résultats supplémentaires 
 
δe rôle de l‟ion métallique divalent tout récemment identifié par cristallographie au sein du 
domaine N-terminal de l‟ADζ polymérase réplicative de la famille B de Pyrococcus abyssi reste 
aujourd‟hui encore mal compris. Afin de déceler une différence de propriétés fonctionnelles de 
PabPolB triple mutée par rapport à PabPolB sauvage, diverses réactions enzymatiques 
supplémentaires ont été effectuées.  
I. Matériels et méthodes supplémentaires : Réaction de processivité 
δ‟ADζ ε1γmp1θ(+) circulaire simple brin de η βε0 bases a été utilisé en tant que matrice. δa 
matrice a été hybridée à une amorce de γβ nucléotides marquée en ε‟ avec l‟indocarbocyanin® Cy-5. 
δes réactions d‟extension ont été effectuées in vitro en présence de η nε d‟amorce /matrice 
(γβ/ε1γmp1θ) et de β00 nε d‟enzyme PabPolB dans son tampon réactionnel (50 mM Tris HCl pH 
8,8, 1 mM dithiothreitol, 10 mM KCl, 5 mM MgCl2 ou CaCl2 en fonction des expériences) et initiées par 
l‟ajout d‟un mélange de dζTPs (β00 µε) et de « trap » héparine (de 10-2 à 10-3 mg/mL). Le mélange 
réactionnel a été incubé à 60°C pendant différents temps. Pour les temps supérieurs à 30 min 
d‟incubation, de l‟huile minérale a été déposée au-dessus du mélange réactionnel afin de pallier à 
l‟évaporation de l‟échantillon. δa réaction d‟extension a été arrêtée sur glace par addition de 10 µδ de 
tampon inhibiteur (96% formamide, 15 mM EDTA). Dans le but de piéger la pol lors de son 
détachement pendant un cycle d‟extension, l‟héparine a été préincubée avec la pol pendant θ min à 
ζ0°C avant l‟ajout du mélange réactionnel. Une réaction de contrôle sans piégeage de l‟enzyme a été 
réalisée en l‟absence d‟héparine. δes produits d‟extension obtenus ont été dénaturés à 100°C 
pendant 5 min. Ils ont été ensuite séparés en fonction de leur taille par électrophorèse en gel 
d‟agarose à 1 % (p/V)  alcalin, dans un tampon de migration NaOH (0,05 N) et EDTA (1 mM) pH 8 
sous l‟influence d‟un champ électrique (γ0 V constant) pendant 1δ à 1η h à δ°C. δ‟intensité de 
fluorescence émise par les produits d‟extension marqués, après excitation à la longueur d‟onde de 
633 nm, a été mesurée à 670 nm par Mode Imager Typhoon 9400 (GE Healthcare). En parallèle, un 
marqueur de taille d‟ADζ (Raoul™ , β00 - 48 000 pb, Qbiogene) a été déposé sur le gel afin de 
déterminer la taille des fragments d‟ADζ obtenus puis révélé séparément dans un bain tamponné à 
pH 8 de SYBRGold (Invitrogen) pendant 30 min sous agitation à 25°C. Son intensité de fluorescence, 
après excitation à la longueur d‟onde de δθθ nm, a été mesurée à εγβ nm.  
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II. Résultats supplémentaires 
II.1. Efficacité d’extension de PabPolB triple mutée 
Des réactions d‟extension d‟amorces hybridées à une longue matrice d‟ADζ de η βε0 
nucléotides, soit environ θ0 fois plus longue que la matrice d‟ADζ utilisée dans les expériences 
précédentes, ont été effectuées dans le but d‟apprécier une différence de capacité d‟extension lors de 
temps courts d‟incubation. ζous pouvons remarquer que PabPolB triple mutée (D4A, E251A, E343A) 
a le même profil de cinétique d‟extension d‟une longue matrice que PabPolB sauvage (Figure 22). 
Ainsi, à θ min d‟incubation, les produits d‟extension de longueur maximale, c‟est-à-dire de 7 250 
nucléotides, apparaissent déjà et ceci pour les deux polymérases (Figure 22, pistes 6 et 12). Ces 
résultats suggèrent que l‟ion métallique divalent nouvellement identifié n‟interviendrait pas dans la 
rapidité de PabPolB à polymériser de longs fragments d‟ADζ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure  22. Cinétique d’extension d’amorce hybridée à une matrice ADN de 7 250 nucléotides par PabPolB sauvage et 
PabPolB triple mutée. 
Profil d‟éléctrophorèse en gel dénaturant d‟agarose à 1 % alcalin des produits des réactions enzymatiques effectuées en 
présence de η nε d‟amorce marquée en ε‟ par l‟indocarbocyanin® Cyε hybridée à la matrice ε1γmp1θ(+), de β00 µε de 
dNTPs et de 200 nM de chaque PabPolB indiquée. Les mélanges réactionnels ont été incubés à différents temps indiqués au-
dessus du gel à ζ0°C. δa piste 1γ comporte le marqueur de taille d‟ADζ 
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II.2. Tolérance du dommage uracile et contexte nucléotidique 
PabPolB exo- a été mise en présence de deux types de matrices de 87 nucléotides (nt) 
contenant une base uracile à des positions différentes. Les environnements nucléotidiques des 
duplexes amorce/matrice (17/87) formés, notés dU +16 et dU +20 sont respectivement les suivants :  
dU +16 : 5'-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTUTAGAGTCGACCTGCAGG 
CATGCAAGCTTGGCA-3' 
dU +20 : 5’-CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGAUCCTCTAGAGTCGACCTGCAGG 
CATGCAAGCTTGGCA-3’ 
(La base notée en gras soulignée correspond à la base lue quatre bases en amont du dommage uracile, la base 
en rouge est l‟uracile).  
Il est intéressant de noter ici que l‟intensité de la pause de polymérisation par PabPolB, quatre 
bases avant le dommage uracile, située respectivement en position 33 pour le dommage dU +16 et en 
position 37 pour le dommage dU +20, est différente selon la matrice d‟ADζ utilisée (Figure 23, 
comparer par exemple bande 29, piste 6 et bande 33, piste 12) et plus particulièrement le contexte 
nucléotidique qui environne le dommage ponctuel uracile. Ainsi, PabPolB semble effectuer une pause 
dans la synthèse d‟ADζ quatre bases en amont du dommage de façon plus forte dans le contexte dU 
+16, et de ce fait, freine la synthèse complète du brin complémentaire (bande de 87-nt moins intense, 
comparer la piste 6 à la piste 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23. Cinétique d’extension d’amorce hybridée à une matrice de 87 nucléotides par PabPolB exo-. 
Profils d‟électrophorèse en gels dénaturants de polyacrylamide 1η % / urée θ ε des produits des réactions enzymatiques 
effectuées en présence de βε nε d‟amorce marquée en ε‟ par l‟indocarbocyanin® Cyε de 1η nucléotides hybridée à une 
matrice de 87 nucléotides comportant une base uracile en position 29 (pistes 1 à 6) ou en position 33 (pistes 7 à 12), de 200 µM 
de dNTPs et de 75 nM de PolB exo-. Les mélanges réactionnels ont été incubés à 55°C aux temps indiqués au-dessus des 
gels. δa piste 1γ comporte le marqueur de taille d‟oligonucléotides. 
 
 
29-nt   
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II.3. Processivité de PabPolB triple mutée  
δa possibilité d‟action de l‟ion catalytique divalent sur certaines propriétés de PabPolB a été 
explorée. A savoir, le profil d‟extension d‟amorce, la vitesse de réaction de polymérisation et la 
capacité de liaison à l‟ADζ sain et à l‟ADζ endommagé. ζous avons par la suite étudié le rôle de cet 
ion dans la processivité de l‟enzyme. Pour l‟ADζ polymérase, la processivité est définie comme le 
nombre de nucléotides incorporés par l‟enzyme par unité de temps au cours d‟un cycle d‟attachement 
à l‟ADζ. Pour étudier cette propriété intrinsèque, il est nécessaire d‟utiliser une longue matrice 
d‟ADζ , ici le phage circulaire M13mp18 de 7 250 bases a été choisi λ et d‟utiliser une molécule qui 
empêche la pol d‟entamer un second cycle d‟attachement lorsqu‟elle se décroche de l‟ADζ en cours 
de réplication, ici, l‟héparine a été utilisée. Il a d‟abord été nécessaire d‟estimer la concentration 
optimale en héparine à introduire pour obtenir une inhibition efficace de la polymérisation lors de la 
réaction d‟extension d‟amorce. Pour cela, l‟inhibition de l‟activité d‟extension d‟amorce de PabPolB 
exo- et de PabPolB triple mutée a été mesurée en fonction d‟une gamme de concentration croissante 
en héparine. Dans les conditions d‟expériences pratiquées, 10-3 mg/mL (Figure 24, pistes 5 et 10) 
semblent être la concentration en héparine optimale pour piéger efficacement PabPolB exo- et 
PabPolB triple mutée au cours des réactions d‟extension d‟amorce.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Réaction d’extension d’amorce hybridée au plasmide M13mp18 de 7250 nucléotides par PabPolB exo- et 
PabPolB triple mutée en présence de quantités décroissantes d’héparine. 
Profils éléctrophorétiques en gel dénaturant d‟agarose alcalin à 1 % des produits des réactions enzymatiques effectuées en 
présence de η nε d‟amorce marquée en ε‟ par l‟indocarbocyanin® Cyε hybridée à la matrice ε1γmp1θ(+), de β00 µε de 
dNTPs, de 200 nM de chaques PabPolB indiquées et de quantités décroissantes d‟héparine indiquées au dessus du gel. δes 
mélanges réactionnels ont été incubés 8 min à 60°C. 
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Figure 25. Réactions de processivité de PabPolB exo- et PabPolB triple mutée.  
Profils d‟éléctrophorèse en gel dénaturant d‟agarose alcalin à 1 % des produits des réactions enzymatiques effectuées en 
présence de ηnε d‟amorce marquée en ε‟ par l‟indocarbocyanin® Cyε de γβ nucléotides hybridée à la matrice circulaire de 
7 250 nucléotides M13mp18(+), 200 nM de chaques PabPolB indiquées. Les réactions ont été initiées par l‟ajout simultané des 
dζTPs (β00 µε) et de l‟héparine (A). Les différents mélanges réactionnels ont été incubés à 60°C à différents temps 
d‟incubation indiqués au dessus des gels. (B) Réaction de processivité de 0 à 30 min en présence de 10-3 mg/mL d‟héparine. 
(C) Réaction de processivité en fonction du temps de réaction de 0 à 60 min en présence de 10-2 mg/mδ d‟héparine. (D) 
Réaction de processivité en fonction d‟une gamme de concentration croissante d‟ion cofacteur εg2+ (indiquées au-dessus du 
gel) de 8 min en présence de 10-3 mg/mδ d‟héparine. δes pistes 1 B,C et D et β B,C et D montre les résultats de la réaction en 
absence de trap et correspond à l‟extension maximale de l‟amorce par PabPol B exo – (pistes 1) et PabPolB triple mutée (pistes 
2). Les pistes γ B,C et D et δ B,C et D montrent les résultats d‟extension en présence d‟héparine et reflètent l‟efficacité du piège 
pour PabPol B exo – (piste 3) et PabPolB triple mutée (piste 4).  
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II.4. Etude préliminaire de la séléctivité de PabPolB triple mutée 
Cette étude a été effectuée par la méthode d‟incorporation préférentielle d‟un seul nucléotide 
face à une base canonique ou une base désaminée (vue dans l‟article en préparation présenté dans 
le Chapitre II de ce manuscrit, pages 71 à 90). Cette réaction consiste à apprécier lequel des quatre 
dNTPs va être préférentiellement insérés par la Pol B face à une base instructrice donnée par la 
matrice ADζ. Dans l‟expérience ci-après, une amorce marquée de 32 nt a été hybridée à une matrice 
de 87 nt de séquence particulière de sorte que la première base instructrice à être lue par la pol soit 
une cytosine (C) ou une uracile (U) (Figure 26A). Un des quatre nucléotides libres est mis en 
présence de la pol dans chaque tube. Le témoin en présence des 4 dNTPs « 4N », montre la capacité 
de l‟enzyme à incorporer l‟ensemble des dζTPs et de produire un brin complémentaire de même 
longueur que la matrice. Ce résultat permet de valider les conditions expérimentales (Figure 26B et C, 
pistes 2 et 8). Face à la base C, PabPol B triple mutée insère préférentiellement une base G (Figure 
26C, piste 6), créant un appariement légitime « Watson-Crick », tout comme PabPolB exo- (Figure 
26B, piste 6).  On notera que les bases de A, T et C sont incorporées faiblement, ceci est dû au fait 
que les deux pols étudiées sont dépourvues de la fonction exonucléasique de correction des erreurs 
d‟insertion. δorsqu‟une base endommagée uracile présente dans la matrice ADζ est lue par PabPolB 
triple mutée, celle-ci insert préférentiellement une base adénine en face (Figure 26C, piste 9) et dans 
ce cas, la base « légitime » G n‟est pas préférentiellement incorporée. δe même résultat est observé 
pour PabPolB exo-. Ainsi, PabPolB exo- et PabPolB triple mutée ont le même profil d‟incorporation 
préférentiel. C‟est-à-dire qu‟elles incorporent une base légitime face à un C témoignant de leur 
sélectivité élevée, et une base A face à un dommage uracile. Ainsi, l‟ion métallique (absent chez 
PabPolB triple mutée) ne semble pas intervenir dans la sélectivité élevée de PabPolB. Ces résultats 
ne sont que préliminaires, une conclusion plus rigoureuse nécessiterait la détermination des 
paramètres d‟incorporation cinétique Km et kcat pour chaque substrat nucléotidique, comme effectué 
dans l‟étude montrée dans l‟article en cours de préparation en chapitre II.  
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Par la suite, il serait intéressant d‟étudier l‟affinité de la liaison de PabPolB en mode 
polymérase à une matrice d‟ADζ contenant un dommage uracile. De plus, la propriété fonctionnelle 
que pourrait conférer cet ion à la processivité de PabPolB le long d‟une matrice d‟ADζ comportant 
une base endommagée uracile pourrait être explorée. En outre, il serait intéressant de comprendre le 
rôle de cet ion nouvellement identifié lorsque PabPolB est capable de corriger les erreurs 
d‟incorporation en produisant notamment PabPolB triple mutée exo +. Une étude comparative des 
propriétés intrinsèques biochimiques entre PabPolB triple mutée exo – (décrite dans cette étude) et 
PabPolB triple mutée exo + (à produire) est donc à mener. 
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CHAPITRE IV 
Essais préliminaires pour la mesure de la 
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Première partie: 
 Présentation de l‟étude 
 
 Les quatre désoxyribonucléotides triphosphate (dNTPs), désoxyadénosine triphosphate, 
désoxythymidine triphosphate, désoxycytidine triphosphate, désoxyguanosine constituent les briques 
élémentaires de l'ADN et sont les précurseurs de la synthèse de l'ADN. Leur polymérisation s'effectue 
au cours de la réplication de l'ADN et est assurée par les acteurs protéiques de la réplication 
(hélicase, topoisomérase, PCNA, primase, SSB) et l'ADN polymérase.  
 La réplication fidèle de l‟ADζ est un des éléments essentiels pour la maintenance de l'intégrité 
du génome. Elle est à la fois mise en jeu par l'ADN polymérase (qui va sélectionner de façon 
stéréochimique le dNTP à insérer de façon complémentaire au brin matrice) et par le « pool » de 
dNTPs lui-même. En effet, la concentration de chaque désoxyribonucléotide triphosphate est finement 
régulée (Reichard, 1988). Une balance correcte entre les quatre dNTPs et une concentration correcte 
est requise pour une réplication fidèle. La régulation est effectuée en partie par la ribonucléotide 
réductase, qui est l‟enzyme intervenant dans la biosynthèse des dζTPs. Un déséquilibre dans le 
« pool » de dNTPs est mutagène. Une augmentation de la concentration d'un des dNTPs entraîne 
généralement la diminution de la concentration d'un autre, ce qui mène à l'inhibition de la réplication 
de l'ADN. 
Les dNTPs sont également requis lors de la réparation de l'ADN. Des études récentes ont 
souligné qu'il existe une corrélation entre une induction de dommage à l‟ADζ et une augmentation de 
la concentration cellulaire du pool de dNTPs. En effet, chez l'eucaryote Saccharomyces cerevisiae, il a 
été montré que la concentration en dNTPs augmente de 6 à 8 fois en réponse à une agression 
génotoxique. Cette augmentation est associée à une tolérance aux dommages à l'ADN suggérant que 
la synthèse translésionelle d'ADN est plus efficace lorsque la concentration en dNTPs est élevée 
(Chabes et al., 2003).  Au niveau cellulaire, les dommages à l'ADN provoquent des réponses multiples 
qui incluent l'arrêt du cycle de division et l'activation de la transcription de gènes impliqués dans la 
réparation de l'ADN (Weinert et al., 1998). 
 Pyrococcus abyssi colonise un milieu relativement hostile (très hautes températures, 
variations de pH, présence de métaux lourds, etc) et, de ce fait, doit faire face aux attaques 
génotoxiques. Il a été montré que Pab en culture est capable de réparer ses chromosomes 
fragmentés suite à une irradiation aux rayonnements ionisants gamma et également de prévenir 
l'accumulation d'erreur génétique par exportation de l'ADN endommagé (Jolivet et al., 2003) ; 
suggérant ainsi que Pab possède un système de réparation de l'ADN hautement efficace.  
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Par des réactions biochimiques in vitro, nous avons observé que la concentration du « pool » 
total de dNTP influence l'activité enzymatique de l'ADN polymérase B de Pab, (Figure 27). En effet, 
lorsque nous appliquons une augmentation croissante de la concentration totale en dNTPs, nous 
mettons en évidence un passage progressif de PabPolB du mode exonucléase au mode polymérase. 
De plus, nous observons que les hautes concentrations testées (500 µM) favorisent la synthèse 
erronée lorsque PabPolB est confrontée au dommage uracile, (Figure 27 pistes 15 et 16). Ce 
phénomène de translésion a également été montré chez la polymérase réplicative  de la levure S. 
cerevisiae, lorsqu‟elle est confrontée à une lésion à l'ADζ de type oxydative (θ-oxoG) (Sabouri et al., 
2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27. Influence du pool de dNTPs sur la réaction d’extension d’amorce par PabPolB exo +.  
Gels dénaturants de polyacrylamide 1η % / urée θ ε des réactions d‟extension d‟amorce de 1η nucléotides marqué en ε‟ par 
l‟indocarbocyanin® Cyε hybridée à une matrice de 87 nucléotides comportant en position +16 par rapport à la jonction 
matrice/amorce une base canonique cytosine (piste 1 à 8) ou une base désaminée uracile (pistes 9 à 16), effectuées en 
présence de ηε nε de PabPolB exo + et d‟une gamme de concentrations croissantes de dζTPs, (indiquée au-dessus des 
gels). Les mélanges réactionnels ont été incubés 30 min à pH 8,8 à 55°C. La piste 17 comporte le marqueur de taille 
d‟oligonucléotides. 
 
Aucune mesure du « pool » de dζTPs dans le domaine Archaea n‟a été décrit jusqu‟à 
présent. Etant donné l'importance du rôle joué par les dNTPs au niveau cellulaire et leur implication 
dans la maintenance génomique, nous avons souhaité mesurer la concentration cellulaire de chaque 
dNTPs et de chaque NTPs chez Pab en conditions normales de croissance et en réponse à un stress 
à l'ADN induit chimiquement. 
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Deuxième partie : 
 Matériels et méthodes 
 
I. Mesure du pool intracellulaire des dNTPs et NTPs chez Pyrococcus abyssi 
I.1. Culture de Pyrococcus abyssi, archée hyperthermophile, en fiole anaérobie 
 Des cultures de la souche GE5 de Pab (souchothèque de Bretagne) ont été réalisées en 
mode batch (sans apport de milieu frais), en anaérobiose dans des fioles pénicilline scellées 
hermétiquement. Deux milieux de culture destinés à la croissance des Thermococcales ont été 
testés : le milieu SME modifié (Annexe 4 pages 192-193) (Stetter et al., 1983 ; Raven et al., 1992 ; 
Godfroy et al., 2006) et le milieu minimum « Zobell Marine Broth 2216 » noté « 2216 » initialement 
élaboré pour la culture de bactéries marines (Zobell, 1941) et par la suite, adapté pour la croissance 
des Archaea hyperthermophiles sulfato-réductrices (Belkin and Jannasch, 1985 ; Godfroy et al., 1996) 
dont la composition est donnée en Annexe 3 (page 191). La présence de tampon Pipes permet le 
maintien du pH du milieu dans une gamme de 6,1 à 7,5 ; le soufre élémentaire (S0) joue le rôle 
d‟accepteur final d‟électrons et le sulfure de sodium consitue l‟agent réducteur permettant de maintenir 
l‟anaérobiose. Une fois stérilisé par tyndallisation, un volume de 800 mL de milieux a été inoculé à 
raison de 2,5 % par des pré-cultures de Pab située en phase exponentielle de croissance avec des 
seringues stériles. Les cultures ont été incubées à 95 °C. 
 I.2. Suivi de croissance de Pyrococcus abyssi 
 Afin de déterminer la concentration cellulaire en fonction du temps de culture, un 
dénombrement cellulaire a été effectué toutes les 15-30 min, en triplicat, par observation des cellules 
placées en hématimètre de Thoma (profondeur 0,02 mm) au microscope photonique. Les cellules de 
Pab en culture ont été prélevées à 5 h de croissance (phase exponentielle) pour l'extraction des 
nucléotides. 
 I.3. Dosage des dNTPs et NTPs 
La technique de dosage des dNTPs et NTPs utilisée dans cette étude suit un protocole mis au 
point pour un dosage chez les cellules eucaryotes de levure Saccharomyces cerevisiae (Chabes et 
al., 2003). Ce protocole nécessite une récupération après culture des cellules sur filtre de 0,8 µm. Ces 
levures ont un diamètre compris entre 4 et 7 µm et sont donc bien plus volumineuses que les cellules 
de P. abyssi de 0,8 à 1 µm. La présence de cristaux de soufre élémentaire est un paramètre à 
prendre en compte lors de la collecte des cellules. Ainsi, deux techniques de récolte ont été 
effectuées pour mettre au point le protocole d‟extraction des nucléotides à partir des cellules de P. 
abyssi. 
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  I.3.1. Collecte des cellules de Pyrococcus abyssi 
I.3.1.1. Collecte des cellules par filtration 
 Toutes les étapes suivantes du protocole ont été effectuées sur glace et au sein d‟une 
enceinte anaérobie. Les cellules de Pab en croissance ont été collectées par filtration à une densité 
de 2.109 cellules sur des filtres de nitrocellulose (AAWP 0,22 µm, 25 mm, Millipore). Les filtres ont été 
immergés dans 700 µL de solution d'extraction [12 % acide trichloroacétique (TCA), 15 mM chlorure 
de magnésium (MgCl2)] en tube Eppendorf, puis congelés dans l‟azote liquide et mis en attente à -
θ0°C. δe jour de l‟extraction, les échantillons ont été agités par retournements brefs et successifs à 
l'aide d'un mixeur Intelli RM-2 pendant 15 min.  
I.3.1.2. Collecte des cellules par centrifugation 
Toutes les étapes suivantes du protocole ont été effectuées au sein d‟une enceinte anaérobie. 
δes centrifugations ont été réalisées dans des pots hermétiques à l‟air. Après culture durant un temps 
donné, les cellules en phase exponentielle de croissance ont été centrifugées 2 min à 200 g dans le 
but de culotter le soufre élémentaire. Puis la suspension a été centrifugée 60 min à 15 000 g dans le 
but de culotter un maximum de cellules de P. abyssi. Puis, les cellules ont été rincées dans du milieu 
2216 + solution C sans soufre et ont été à nouveau centrifugées. Le culot a ensuite été repris dans un 
volume donné de solution de TCA/MgCl2 et l‟ensemble du volume a été réparti dans des tubes 
Eppendorf de façon à avoir approximativement 1,25.1010 cellules/tube. Les tubes ont ensuite été 
congelés dans l‟azote liquide et mis en attente à -80°C. 
I.3.2. Extraction des nucléotides totaux par le fréon  
Cette étape a été adaptée du protocole mis au point par Khym (Khym, 1975). Cette étape fait 
suite aux deux méthodes de récolte des cellules de Pab décrites ci-avant. Les cellules recueillies ont 
été désintégrées par aspiration et refoulement dans les 700 µL d'acide trichloracétique (0,6 M) / MgCl2 
(15 mM). Puis, les cellules en suspension ont été récupérées par centrifugation de 1 min à 10000 rpm 
à 4 °C. Le surnageant a été extrait deux fois avec 1,1 x le volume du mélange 1,1,2-trichloro-1,2,2-
trifluoroéthane (fréon) (78 % v / v)/ trioctylamine (22 % v / v) puis vortexé et centrifugé 1 min à 10 000 
rpm. Un dixième de l'échantillon a été évaporé à sec par un lyophilisateur et dissous dans 100 µL 
d'eau. Cette fraction a été utilisée pour la quantification de chaque ribonucléotide triphosphate du 
« pool » NTPs.  
  I.3.3.  Purification des désoxyribonucléotides sur colonne d'affinité boronate 
 Cette étape du protocole a été adaptée de Shewach et al. (Shewach et al., 1992). Les 90 % 
restants de l'échantillon (475 µL) ont été ajustés à pH 8,9 avec 25 µL de carbonate d'ammonium (1 M) 
et les désoxyribonucléotides ont été séparés des ribonucléotides par chromatographie d'affinité au 
boronate (Affi-Gel® 601 Boronate Affinity Gel, BioRad). δ‟éluat (β mL), contenant des 
désoxyribonucléotides, a été ajusté à pH γ,δ avec environ β0 µδ d‟acide chlorhydrique (γ ε) et 
vortexé pendant 30 s pour laisser échapper le CO2 en constante formation. Les échantillons ont 
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II. Mesure du pool intracellulaire de dNTPs et NTPs de Pyrococcus abyssi 
ayant subi un stress physico-chimique 
II.1. Culture de Pyrococcus abyssi, en bioréacteur « gas-lift » 
Des cultures en continu de la souche GE5 de Pab ont été effectuées en bioréacteur « gas-
lift » de 2 L (Chapitre I, Figure 4D, page 33). C‟est un fermenteur qui a été conçu pour cultiver des 
organismes hyperthermophiles réduisant le soufre (Raven et al., 1992 ; Godfroy et al., 2006) et dont la 
principale caractéristique est une agitation par un balayage gazeux stérile (azote) en association avec 
une structure cylindrique de circulation interne des gaz. Cette circulation permet de maintenir 
l‟anaérobiose, d‟homogénéiser le milieu de culture et d‟évacuer les gaz toxiques (hydrogène et 
hydrogène sulfuré) produits par le métabolisme de la souche. Le système permet de réguler le pH et 
la température en temps réel d‟après les consignes préalablement enregistrées dans le système 
analogique de contrôle relié à un ordinateur. Des cultures de Pab ont ainsi été réalisées en milieu 
SME modifié (Annexe 4, pages 192-193) qui est dépourvu de Na2S et de S
0 mais qui contient de la L-
cystéine comme accepteur final d‟électrons, à ι0°C, à pH 6,8, en continu, à un taux de dilution de 0,1 
h-1 et avec un balayage à l‟azote gazeux à δ00 mδ/min. Des suivis de croissance ont été effectués, 
pour cela il a été nécessaire d‟entreprendre un lessivage préalable. Cette étape consiste à diminuer 
d‟un δog environ la densité cellulaire dans le fermenteur. δe lessivage s‟effectue par l‟application 
d‟une augmentation importante du débit d‟entrée du milieu de culture (γγ mδ/min) et par 
l‟augmentation du débit d‟azote gazeux afin de pallier à l‟arrivée importante d‟oxygène via le milieu 
frais. Ainsi, la densité cellulaire diminue progressivement et, un suivi de croissance, après 
basculement du fermenteur en mode batch, a pu être effectué à partir d‟une concentration à 1.107 
cellules/mL comme décrit dans dans la partie II.2., ci-après. 
II.2. Application de stress en cours de croissance 
Un "stress acide" de l'organisme Pab été effectué en milieu de phase de croissance 
exponentielle, après passage du mode continu au mode « batch » par un ajout contrôlé d'acide 
chlorhydrique au milieu de culture. Le pH du milieu a été abaissé précisément de deux unités pH (de 
6,8 à 4,8). Le stress a été appliqué durant 120 minutes. Un comptage cellulaire et des prélèvements 
pour évaluer la survie des cellules ont été effectués toutes les 30 minutes.  
II.3. Mesure de la viabilité cellulaire de Pab suite au stress pH 
Un dénombrement des cellules viables a été effectué par la technique statistique du « nombre 
le plus probable » à trois tubes (ζPP). Au cours de l‟application du stress acide, 1 mδ (x γ) de culture 
a été prélevé en anaérobiose toutes les trente minutes pendant 120 minutes et réparti dans trois tubes 
scellés en verre. Dix dilutions successives (au 1/10 ème) ont ensuite été réalisées dans différents 
tubes. δa concentration en cellules viables de l‟échantillon a été estimée statistiquement après δθ h 
de culture dans les mêmes conditions que décrites en I.1 à l‟aide de la table de εac Grady. 
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Troisième partie : 
 Résultats 
 
I. Mesure du pool intracellulaire de dNTPs et NTPs chez Pyrococcus abyssi 
I.1. Suivi de croissance de Pyrococcus abyssi en fiole anaérobie et en 
fermenteur 
 Les milieux de culture habituellement utilisés pour la culture d'organismes hyperthermophiles 
anaérobies sont des milieux très riches en minéraux, et peuvent parfois biaiser les analyses chimiques 
qui suivent la culture. C'est pourquoi il a été nécessaire d'optimiser un milieu de culture ayant une 
composition minimale en minéraux mais assurant une densité cellulaire suffisante (> 1.108 
cellules/mL). Suite à différents essais expérimentaux de suivi de croissance dans différents milieux de 
culture en fiole pénicilline de 20 mL ou en bioréacteur (Figure 29), nous avons opté pour un milieu de 
culture minimum (milieu 2216) auquel nous avons ajouté les éléments chimiques reconnus 
indispensables à la multiplication de Pab à savoir, des sels de bore, de tungstène, de molybdène et 
de sélénium (milieu 2216 + solution C, annexe 3 page 191). Et nous avons décidé d‟effectuer les 
cultures en fiole et non pas en bioréacteur.  
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I.2. Mesure du pool de dNTPs et NTPs chez Pyrococcus abyssi 
Ces mesures ont été effectuées au sein de l‟University of Umeå (Suède), Department of 
εedical Biochemistry and Biophysics, dans l‟équipe du Pr. Andrei Chabes, avec l‟aide technique de 
Lisette Marjavaara. Cette mission a été financée par un abondement Europôle Mer.  
  I.2.1. Adaptation du protocole initial 
Sachant que les dNTPs sont faiblement concentrés par rapport au NTPs dans les cellules 
(Chapitre I, Tableau 3 page 45, cf. ratios NTPs/dNTPs de 12 à 180 environ tous types cellulaires 
confondus), il est nécessaire, après extraction chimique, d‟effectuer une étape de concentration des 
échantillons de dNTPs. Plusieurs degrés de concentration ont été effectués par lyophilisation puis par 
rassemblement de plusieurs échantillons. Malgré la méthode de concentration, la [dCTP] mesurée 
chez Pab restait très faible (résultats non montrés). Cela pouvait s‟expliquer par un problème 
méthodologique d‟extraction et/ou de détection du dCTP, ou à une valeur physiologique faible chez 
Pab. La base pyrimidique cytosine a une absorbance maximale plus proche de 280 nm que de 260 
nm contrairement aux bases puriques (G et A). δ‟expérience de détection en HPδC-UV a donc été 
réalisée à 260 nm puis reproduite à 280 nm. Cependant, aucune hausse de la quantité du dCTP n‟a 
été observée. ζous avons donc décidé de modifier le protocole original et d‟abondonner la collecte 
des cellules par la méthode de filtration. Ainsi, l‟obtention de la biomasse s‟est effectuée par 
centrifugation dont le but est de récolter un maximum de cellules. 
  I.2.2. Résultats obtenus après mises au point expérimentales 
La mesure des concentrations cellulaires en dCTP, dTTP, dATP et dGTP a été effectuée sur 
des cellules de Pab en cours de phase exponentielle de croissance. Chez Pab, parmi les quatre 
dNTPs, le dTTP semble être celui synthétisé en plus grande quantité (Figure 31A) comme déjà 
montré chez les cellules eucaryotes (Chapitre I, tableau γ). D‟un point de vue quantitatif, l‟abondance 
respective du pool de dNTPs chez Pab en phase exponentielle se décline de la façon suivante : dTTP 
> dATP > dCTP > dGTP (Figure 31 A). Ces valeurs vont dans le même sens que celle décrites chez 
les eucaryotes, à savoir dTTP > dATP > dCTP > dGTP pour S. cerevisiae et dTTP > dCTP > dATP  > 
dGTP chez l‟Homme et, de façon intéressante, sont plus éloignées de celles mesurées chez le 
procaryote E. coli dCTP > dTTP > dATP > dGTP (Tableau 3, page 45). Ainsi, la balance du « pool » 
de nucléotides de Pab se rapprocherait plus de celui de l‟eucaryote que de la bactérie. 
De la même façon, les valeurs du « pool » de NTPs ont été obtenues chez Pab. Les valeurs 
sont supérieures aux valeurs des dNTPs (Figure 31B), comme déjà décrit chez plusieurs organismes 
(Kornberg et al., 1992 ; Traut, 1994 ; Nick McElhinny et al., 2010a) entre 5 à 20 fois supérieures pour 
le C et le A respectivement pour Pab. Parmi les quatre ζTPs, l‟ATP semble être celui synthétisé en 
plus grande quantité comme déjà montré chez les cellules eucaryotes (Tableau 3, page 45). Cela 
s „explique certainement en raison de son caractère ubiquitaire dans de nombreuses voies du 
métabolisme cellulaire. D‟un point de vue quantitatif, l‟abondance du « pool » de NTPs chez Pab en 
phase exponentielle se décline de la façon suivante : ATP > UTP > GTP > CTP (Figure 31B).  
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Ces différents niveau d‟expression sont également retrouvés chez les eucaryotes et chez les 
procaryotes (Tableau 3, page 45) à savoir ATP > UTP > GTP > CTP. 
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Figure 31. Concentrations des dNTPs et NTPs mesurées chez Pyrococcus abyssi. 
La concentration des nucléotides a été calculée sur la base de la valeur estimée de la fraction soluble de la cellule de Pab à 
0,52 µm3. Les valeurs représentent une moyenne pondérée de la mesure sur cinq échantillons de cellules. Les valeurs de 
chaque dNTPs (A) et NTPs (B) sont exprimés en µε d‟après un « pool » standard, mesuré par HPLC-UV après extraction au 
fréon et chromatographie d‟affinité. δes chromatogrammes des standards de dζTPs et de ζTPs sont respectivement 
représentés en regard de chaque histogramme. δ‟élution fait apparaître les nucléotides au cours du temps de l‟analyse dans le 
sens suivant : d/rCTP > dT/rUTP > d/rTTP > d/rGTP. 
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Les valeurs des ratios dNTPs/NTPs ont été calculées chez Pab et apparaissent relativement 
faible comparativement aux valeurs décrites chez l‟eucaryote S. cerevisiae (Figure 32, histobarres 
bleus).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pyrococcus 
abyssi  
dNTP Concentration (µM) rNTP  Concentration (µM) Ratios rNTP/dNTP  
dC  125 rC  692 5,5 
dT  326 rU  2744 8,4 
dA  202 rA  4337 21,4 
dG  79 rG  1500 19,0 
 
Saccaromyces 
cerevisiae 
(publié par Nick 
McElhinny et 
al.2010a) 
dNTP Concentration (µM) rNTP  Concentration (µM) Ratios rNTP/dNTP  
dC  14 rC  500 35,7 
dT  30 rU  1700 56,7 
dA  16 rA  3000 187,5 
dG  12 rG  700 58,3 
 
 
Figure 32. Calcul du ratio rNTPs/dNTPs pour Pab (histobarres bleus) et comparaison avec ceux de l’eucaryote S. 
cerevisiae (histobarres jaunes) (Nick McElhinny et al., 2010a) 
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II.2. Influence d'un stress acide sur la viabilité cellulaire de Pyrococcus abyssi  
 Dans le but d‟étudier la réponse physiologique de Pab à un stress de pH acide, les cellules en 
cours de phase exponentielle de croissance ont subi un abaissement de 2 unités pH du milieu de 
culture. Après abaissement du pH de 6,8 à 4,8, grâce au système analogique de contrôle du 
frementeur, des prélèvements de suspension cellulaire ont été effectués toutes les 20 min durant 2 h 
pour le dénombrement des cellules viables, c‟est-à-dire ayant la capacité de se diviser, et durant 3h 
pour le comptage de cellules. D‟après le dénombrement de cellules viables sous stress, une réponse 
de mort cellulaire est observée environ 35 min après application du stress (Figure 34, courbe rouge). 
Ainsi, un abaissement de 2 unités pH du milieu de culture de Pab serait toxique. Le nombre de 
cellules viables décroit progressivement d‟un δog et demi pendant 1 h après application du stress. 
Ainsi, en 40 min un déclin cellulaire s‟est opéré puisque seulement γ % des cellules de Pab sont 
encore viables (Figure 34, courbe rouge). Puis, une lente reprise de la croissance est observée 
(Figure 34, à t = 60 min, courbe rouge). Il semblerait que Pab soit capable de mettre en place des 
systèmes de protection et/ou de réparation génomique en réponse à un stress acide, dans les 
conditions testées. Le phénomène de résurgence donne une augmentation du nombre de cellules 
viables d‟environ un δog en ζ0 min. Ce phénomène est probablement dû au fait qu‟une partie de la 
population de Pab a été insensible au stress acide, et a conservé sa capacité à se diviser.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34. Suivi de la viabilité cellulaire de Pab pendant un stress acide. 
Courbe rouge, à chaque prélèvement de suspension de Pab en culture, un dénombrement des cellules viables a été effectué 
par la technique statistique du « nombre le plus probable » à trois tubes (NPP). La concentration en cellules viables de 
l‟échantillon a été estimée statistiquement à l‟aide de la table de Mac Grady. Courbe bleue, à chaque prélèvement de 
suspension de Pab en culture, un comptage cellulaire direct a été effectué par observation au microscope et comptage en 
hématimètre de Thoma. 
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III. Conclusion-Perspectives  
δ‟ensemble de ces résultats est encore préliminaire mais encourageant. Il est prévu d‟utiliser 
une autre méthode de séparation/détection des dNTPs par une technique de séparation en 
chromatographie couplée à une double détection en spectrométrie de masse (HPLC-MS/MS) au CEA 
de Grenoble (Laboratoire des lésions des acides nucléiques, Dr Jean-Luc Ravanat). En raison de ses 
conditions de vie à haute température, des désaminations de la base cytosine en uracile dans l‟ADζ 
de l‟Archaea hyperthermophile Pab peuvent s‟opérer. C‟est pourquoi nous souhaitons mesurer la 
concentration intracellulaire de dUTP dans les cellules de Pab ; également, nous désirons estimer sa 
fréquence d‟apparition au sein du génome de Pab. D‟autre part, la valeur du pool de dζTPs restant à 
confirmer, il serait intéressant d‟utiliser cette concentration dans nos expériences d‟extension 
d‟amorce d‟ADζ in vitro, afin de se rapprocher des conditions de réplication in vivo et ainsi de simuler 
au mieux les conditions physiologiques de Pyrococcus abyssi. Enfin, le projet prévoit d‟effectuer la 
mesure du pool de nucléotides chez une Archaea mésophile, Haloferax volcanii, afin de comprendre 
si le facteur température a une part de responsabilité dans les fortes valeurs de dNTPs et de NTPs 
mesurés chez Pyrococcus abyssi au cours de cette thèse. 
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
Les Archaea sont un domaine du Vivant dont les mécanismes biologiques, à la frontière entre 
eucaryote et procaryote, commencent peu à peu à être compris. La science de la phylogénie et 
l‟émergence de nouvelles techniques de biologie moléculaire ont, en autres, permis d‟initier l‟étude de 
ces organismes fascinants. Cependant, un nombre encore restreint d‟étude est entrepris sur ces 
organismes. Les Archaea hyperthermophiles suscitent de nombreuses questions quant à la résistance  
des molécules biologiques (protéines et acides nucléiques en particulier) à la dénaturation par la 
chaleur et au maintien de l‟information génétique dans de telles conditions physico-chimiques.  
La question centrale posée au cours de ce projet de thèse était « quelles sont les 
particularités des métabolismes et des mécanismes de la réplication de l‟ADζ spécifiques aux 
Archaea hyperthermophiles qui concourent à assurer le bon développement de l‟organisme dans son 
environnement de haute température ? » 
δe modèle d‟étude utilisé était l‟Euryarchaea hyperthermophile Pyrococcus abyssi. Nous nous 
sommes intéressés particulièrement à l‟enzyme qui a un rôle central dans la réplication de l‟ADζ : 
l‟ADζ polymérase B. Pab possède deux pols réplicatives déjà bien caractérisées biochimiquement.  
Les hautes températures participent à la création de lésions sur la molécule d‟ADζ. δa présence d‟un 
domaine spécifique de reconnaissance des bases désaminées de l‟ADζ au sein de la famille B des 
ADN pol archéennes, largement décrit dans la littérature,  témoigne de la capacité de ces organismes 
à faire face aux dommages. Les expériences biochimiques menées au cours de ce projet ont montré 
l‟importance des ions catalytiques dans les activités enzymatiques intrinsèques de l‟enzyme. δa 
propriété qu‟ils donnent à l‟ADζ pol pourrait avoir un rôle dans la relation de la pol avec les 
dommages de l‟ADζ. Afin de préserver un taux de mutation à l‟ADζ relativement bas, toutes cellules 
du Vivant possèdent des mécanismes de réparation très spécifiques. En outre, le maintien du pool de 
nucléotides, qui sont les briques de l‟ADζ, participe aussi à l‟établissement de cet équilibre. δes 
expériences de quantification de la concentration intracellulaire des dNTPs et NTPs au cours de ce 
sujet de thèse laisseraient penser que Pab présente un taux constitutif de nucléotides relativement 
élevé et aurait un rôle dans la maintenance génomique. 
Trois projets principaux ont donc été menés en parallèle au cours de cette thèse. Des 
collaborations étroites avec d‟autres équipes de recherche ont permis de compléter l‟approche 
biochimique effectuée au laboratoire avec notamment l‟étude de PabPolB en cristallographie en 
collaboration avec Jérôme Gouge et εarc Delarue de l‟Institut Pasteur à Paris. Cette collaboration a 
abouti à la compréhension très fine de la relation structure/fonction de PabPolB avec l‟ADζ sain ou 
endommagé. δ‟approche écophysiologique reposant sur la mesure du « pool » de nucléotides (dNTPs 
et NTPs) chez Pab a fait appel à des compétences microbiologiques de culture des hyperthermophiles 
(Bioréacteur « gas-lift »). La maintenance au quotidien des cultures en bioréacteur et/ou en flacon a 
fait appel à la contribution d‟Anne Godfroy, directrice du laboratoire. D‟autre part, la collecte des 
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cellules, l‟extraction et de la quantification des nucléotides effectuée à partir d‟un protocole bien décrit 
chez la levure, ont été optimisées chez Pab en partenariat avec Andrei Chabes et Lisette Marjavaara 
de l‟université d‟Umeå en Suède. 
Les cofacteurs métalliques divalents, logés dans le cœur catalytique des pols, sont 
indispensables à la réaction catalytique de synthèse d‟ADζ. δes ions utilisés par les pols sont le 
magnésium et le manganèse pour l‟activité exonucléase, et principalement le magnésium pour 
l‟activité polymérase. De façon surprenante, nous avons mis en évidence que PabPolB est capable 
d‟utiliser le calcium pour mener à bien la synthèse d‟ADζ ; cette synthèse présente des 
caractéristiques bien différentes de celle induite par le magnésium comme, par exemple, une vitesse 
de synthèse très lente. Cette propriété pourrait s‟expliquer par une très grande affinité pour la matrice 
et également par un changement conformationel inhabituel de la pol. Des études très précises de 
caractérisation de l‟affinité de PabPolB à une matrice ADN amorcée en présence de calcium sont 
actuellement en cours de réalisation par la technique de résonance plasmonique de surface (SPR). 
Les mesures de processivité de la pol le long de la matrice sont en train de s‟achever. δ‟ensemble de 
ces études pourrait conforter un mécanisme de translocation unique de PabPolB en présence de 
calcium.  
D‟autre part, des résultats préliminaires montrent que le calcium confère un comportement 
différent de PabPolB vis-à-vis des nucléotides endommagés. Notamment, la synthèse erronée serait 
défavorisée et la sélectivité des nucléotides augmentée. Ainsi, la modulation par le calcium de ces 
propriétés intrinsèques compenserait l‟inhibition de correction des erreurs par PabPolB. Un fait 
particulièrement intéressant est celui du comportement de PabPolD, autre pol réplicative des 
Euryarchaea. Celle-ci est capable d‟utiliser le calcium comme cofacteur de l‟activité exonucléase, mais 
ne peut l‟utiliser pour mener à bien la synthèse d‟ADζ. Le comportement des deux pols de Pab est 
donc opposé vis à vis du cofacteur calcium. Il serait très captivant de poursuivre cette étude du 
comportement de PabPolB face aux dommages à l‟ADζ en présence de Ca2+ et d‟explorer son rôle 
potentiel dans la réparation de l‟ADζ. δ‟étude d‟un panel d‟ADζ polymérases de famille et d‟origine 
diverses laisse penser que cette capacité à utiliser l‟ion calcium dans la synthèse d‟ADζ serait 
exclusive aux pols de la famille B.  
Pour la première fois, la structure de PabPolB a été résolue par diffraction aux rayons X sur le 
cristal (Gouge et al., 2012). La structure à très haute résolution de PabPolB en conformation édition 
en présence d‟une construction amorce/matrice d‟ADζ saine a été obtenue. Egalement, la structure 
de la forme apo a été déterminée mais à plus faible résolution. δ‟organisation en domaines 
(« pouce », « doigt », « paume » et exonucléase) de la protéine est similaire à celle des ADN 
polymérases de la famille B réplicatives déjà résolues chez différents organismes. La poche de 
reconnaissance de l‟uracile formée par trois acides aminés décrite chez les Pols B d‟archées apparaît 
rigide chez PabPolB. Des structures avec les bases désaminées (uracile et hypoxantine) et 
canoniques (A, T, C et G) logées dans la poche de reconnaissance ont été obtenues à très haute 
résolution. Il semblerait que le temps de résidence des bases canoniques soit moins long que celui 
des bases désaminées. D‟autre part, un ion métallique divalent a été découvert et son rôle dans la 
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réplication de matrice endommagé a été examiné. δ‟ensemble des résultats obtenus suggère que cet 
ion augmenterait la discrimination entre les bases canoniques et les bases désaminées par PabPolB, 
et faciliterait le glissement de la pol en présence de bases désaminées. Ces résultats ne sont que 
préliminaires et une étude du rôle de l‟ion dans l‟activité de correction des erreurs de PabPolB serait 
intéressante. Dans ce cas, la modularité des deux fonctions catalytiques de PabPolB serait à 
analyser. 
Pour la première fois, des valeurs de la concentration intracellulaire du pool de nucléotide libre 
(dNTPs, NTPs) ont été obtenues chez l‟Archaea. Les valeurs des dNTPs mesurés sont relativement 
plus élevées que celles obtenues chez l‟eucaryote S. cerevisiae. Mais leur balance est exactement 
identique avec une prédominance du dTTP. Les valeurs des NTPs mesurés sont également 
relativement plus importantes que celles obtenues chez S. cerevisiae et leur balance est exactement 
identique avec une prédominance de l‟ATP. Ces résultats soulèvent de nombreuses questions et des 
expériences pourraient être mises en place afin de comprendre comment les valeurs élevées du pool 
de nucléotides participent aux processus de maintenance du génome de Pab. Il serait utile de voir le 
comportement in vitro de PabPolB en cours de réplication de l‟ADζ endommagé lorsqu‟une grande 
quantité de substrat dNTP est introduite. De plus, il serait intéressant d‟explorer l‟occurrence des 
ribonucléotides dans le génome de Pab compte tenu de la concentration élevée en NTP mesuré au 
niveau intracellulaire.  
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ANNEXE 1  
 
Séquences peptidiques et poids moléculaires de PabPolB et de ses mutants, avec leur Tag. 
 
En bleu : séquence extra His-Tag. 
En vert : mutation D215A  activité exonucléasique abolie. 
En rouge : mutation pour le T-cleft fixant l'ion métallique divalent. 
 
 PabPolB Exo +  
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHAGMIIDADYITEDGKPIIRIFKKEKGEFKVEYDRTFRPYIYALLKDDSAI
DEVKKITAERHGKIVRITEVEKVQKKFLGRPIEVWKLYLEHPQDVPAIREKIREHPAVVDIFEYDIPFAKR
YLIDKGLTPMEGNEELTFLAVDIETLYHEGEEFGKGPIIMISYADEEGAKVITWKSIDLPYVEVVSSERE
MIKRLVKVIREKDPDVIITYNGDNFDFPYLLKRAEKLGIKLPLGRDNSEPKMQRMGDSLAVEIKGRIHFD
LFPVIRRTINLPTYTLEAVYEAIFGKSKEKVYAHEIAEAWETGKGLERVAKYSMEDAKVTFELGKEFFP
MEAQLARLVGQPVWDVSRSSTGNLVEWFLLRKAYERNELAPNKPDEREYERRLRESYEGGYVKEPE
KGLWEGIVSLDFRSLYPSIIITHNVSPDTLNRENCKEYDVAPQVGHRFCKDFPGFIPSLLGNLLEERQKI
KKRMKESKDPVEKKLLDYRQRAIKILANSYYGYYGYAKARWYCKECAESVTAWGRQYIDLVRRELES
RGFKVLYIDTDGLYATIPGAKHEEIKEKALKFVEYINSKLPGLLELEYEGFYARGFFVTKKKYALIDEEGK
IVTRGLEIVRRDWSEIAKETQAKVLEAILKHGNVDEAVKIVKEVTEKLSKYEIPPEKLVIYEQITRPLSEYK
AIGPHVAVAKRLAAKGVKVKPGMVIGYIVLRGDGPISKRAIAIEEFDPKKHKYDAEYYIENQVLPAVERIL
RAFGYRKEDLKYQKTKQVGLGAWLKF 
PM= 91 784 Da 
 
 PabPolB Exo –  
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHAGMIIDADYITEDGKPIIRIFKKEKGEFKVEYDRTFRPYIYALLKDDSAI
DEVKKITAERHGKIVRITEVEKVQKKFLGRPIEVWKLYLEHPQDVPAIREKIREHPAVVDIFEYDIPFAKR
YLIDKGLTPMEGNEELTFLAVDIETLYHEGEEFGKGPIIMISYADEEGAKVITWKSIDLPYVEVVSSERE
MIKRLVKVIREKDPDVIITYNGDNFAFPYLLKRAEKLGIKLPLGRDNSEPKMQRMGDSLAVEIKGRIHFD
LFPVIRRTINLPTYTLEAVYEAIFGKSKEKVYAHEIAEAWETGKGLERVAKYSMEDAKVTFELGKEFFP
MEAQLARLVGQPVWDVSRSSTGNLVEWFLLRKAYERNELAPNKPDEREYERRLRESYEGGYVKEPE
KGLWEGIVSLDFRSLYPSIIITHNVSPDTLNRENCKEYDVAPQVGHRFCKDFPGFIPSLLGNLLEERQKI
KKRMKESKDPVEKKLLDYRQRAIKILANSYYGYYGYAKARWYCKECAESVTAWGRQYIDLVRRELES
RGFKVLYIDTDGLYATIPGAKHEEIKEKALKFVEYINSKLPGLLELEYEGFYARGFFVTKKKYALIDEEGK
IVTRGLEIVRRDWSEIAKETQAKVLEAILKHGNVDEAVKIVKEVTEKLSKYEIPPEKLVIYEQITRPLSEYK
AIGPHVAVAKRLAAKGVKVKPGMVIGYIVLRGDGPISKRAIAIEEFDPKKHKYDAEYYIENQVLPAVERIL
RAFGYRKEDLKYQKTKQVGLGAWLKF 
PM= 91 740 Da 
 
- 190 - 
 
 PabPolB Triple mutant 
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHAGMIIAADYITEDGKPIIRIFKKEKGEFKVEYDRTFRPYIYALLKDDSAI
DEVKKITAERHGKIVRITEVEKVQKKFLGRPIEVWKLYLEHPQDVPAIREKIREHPAVVDIFEYDIPFAKR
YLIDKGLTPMEGNEELTFLAVDIETLYHEGEEFGKGPIIMISYADEEGAKVITWKSIDLPYVEVVSSERE
MIKRLVKVIREKDPDVIITYNGDNFAFPYLLKRAEKLGIKLPLGRDNSEPKMQRMGDSLAVAIKGRIHFD
LFPVIRRTINLPTYTLEAVYEAIFGKSKEKVYAHEIAEAWETGKGLERVAKYSMEDAKVTFELGKEFFP
MEAQLARLVGQPVWAVSRSSTGNLVEWFLLRKAYERNELAPNKPDEREYERRLRESYEGGYVKEPE
KGLWEGIVSLDFRSLYPSIIITHNVSPDTLNRENCKEYDVAPQVGHRFCKDFPGFIPSLLGNLLEERQKI
KKRMKESKDPVEKKLLDYRQRAIKILANSYYGYYGYAKARWYCKECAESVTAWGRQYIDLVRRELES
RGFKVLYIDTDGLYATIPGAKHEEIKEKALKFVEYINSKLPGLLELEYEGFYARGFFVTKKKYALIDEEGK
IVTRGLEIVRRDWSEIAKETQAKVLEAILKHGNVDEAVKIVKEVTEKLSKYEIPPEKLVIYEQITRPLSEYK
AIGPHVAVAKRLAAKGVKVKPGMVIGYIVLRGDGPISKRAIAIEEFDPKKHKYDAEYYIENQVLPAVERIL
RAFGYRKEDLKYQKTKQVGLGAWLKF 
PM= 91 594 Da 
 
 
ANNEXE 2   
 
Contrôle du poids moléculaire et de la pureté de l‟ensemble des PabPolBs produites.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Profil électrophorétique en gel de polyacrylamide (4 - 20 %) dénaturant (SDS) des différentes 
productions de protéines PabPolB et purifiées en tampon B (pistes 4 à 7) et en tampon C (pistes 8 à 
11). 3,2 µg de protéines dénaturées ont été déposés par puits. La migration électrophorétique a été 
effectuée en présence d‟un marqueur de poids moléculaire (piste 1). 
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ANNEXE 3  
 
Composition du milieu de culture 2216 + solution C. 
 
Fonction Composant Quantité pour 1L 
 
Source de carbone et/ou d'énergie 
 
Extrait de levure 
 
0.5 g 
 Peptone 2 g 
Sels et minéraux Sels de mer 30 g 
 K2HPO4 0.05 g 
 H3BO3 7.5 mg 
 Na2WO4, 2 H2O 3.3 mg 
 Na2MoO4, 2 H2O 0.15 mg 
 Na2SeO3 5 µg 
Indicateur coloré Solution de rézazurine (1g/L) 0.5 mL 
Tampon pH Sel dissodium PIPES 3.46 g 
Accepteur d'électrons Soufre élémentaire 10 g 
Agent réducteur Na2S 5% 10 mL 
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ANNEXE 4  
 
Composition du milieu de culture SME modifié. 
Fonction Composants Quantité pour 1L 
 
Source de carbone et/ou d'énergie 
 
Extrait de levure 
 
1 g 
 Peptone 2 g 
Sels et minéraux NaCl 
Solution de sels de magnésium 
Solution A 
Solution B 
Solution C 
Solution D 
28 g 
10 mL 
1 mL 
1 mL 
1 mL 
1 mL 
Vitamines Solution de vitamines 0.5 mL 
Indicateur coloré Solution de rézazurine (1g/L) 0.5 mL 
Tampon pH Sel dissodium PIPES 6.05 g 
Accepteur d'électrons L-cystéine  0.5 g 
        (pH ajusté à 7) 
Solution A 
  
Solution B  
Composant Quantité pour 1L 
 
Composant Quantité pour 1L 
MnSO4, 4 H2O  
ZnSO4, 7 H2O 
NiCl2, 6 H2O 
AlK(SO4)2, 12 H2O  
CoCl2, 6 H2O  
CuSO4, 5 H2O  
Eau milliQ qsp 1 L 
9 g 
2.5 g 
2.5 g 
0.3 g 
0.3 g 
0.15 g 
 CaCl2, 2 H2O  
NaBr  
KCl  
KI  
SrCl2, 6 H2O  
Eau milliQ qsp 1 L 
56 g 
25 g 
16 g 
10 g 
4 g 
 
Solution C 
  
Solution D  
Composant Quantité pour 1L 
 
Composant Quantité pour 1L 
K2HPO4  
H3BO3 
Na2WO4, 2 H2O 
Na2MoO4, 2 H2O  
Na2SeO3 
Eau milliQ qsp 1 L 
50 g 
7.5 g 
3.3 g 
0.15 g 
0.005 g 
 FeCl2, 4 H2O 
Eau milliQ qsp 1 L 
10 g 
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Solution de Vitamines 
  
Solution de sels de magnesium 
Composant Quantité pour 1L 
 
Composant Quantité pour 1L 
Biotine 
Acide Folique 
Pyridoxine-HCl  
Thiamine HCl  
Riboflavine  
Acide nicotinique  
DL. Calcium pantothenate  
Vitamine B12  
Acide lipoïque  
Ethanol dans eau distillée 50 % V/V  
 
40 mg 
40 mg 
200 mg 
100 mg 
100 mg 
100 mg 
100 mg 
2 mg 
100 mg 
qsp 1 L 
FeCl2, 4H2O 
Eau milliQ qsp 1 L 
10 g 
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ADN polymérases et acides nucléiques endommagés chez les Archaea: maintenance génomique et 
biotechnologies 
Résumé :  Les Archaea hyperthermophiles sont des micro-organismes particulièrement adaptés à la vie à très haute 
température. Les températures élevées sont responsables de la création de diverses lésions à l’ADN.  Pourtant, le taux de 
mutations spontanées chez l’Archaea Sulfolobus solfataricus est proche de celui mesuré chez des organismes mésophiles. 
Ceci laisse suggérer que les Archaea doivent être équipées de mécanismes spécialisés efficaces dans la reconnaissance et 
réparation des dommages à l’ADN. La réplication de l’ADN est un mécanisme fonctionnellement conservé dans les trois 
domaines du Vivant assuré par des enzymes clefs, les ADN polymérases. A ce jour, chez Pyrococcus abyssi (Pab), 
Euryarchaea hyperthermophile, deux familles de pol ont été identifiées, une pol réplicative de la famille B, présente dans 
les trois règnes du Vivant et une pol réplicative la famille D, spécifique de l’embranchement des Euryarchaea. Tous les 
membres de la famille B des pols archéennes possèdent une signature structurale unique impliquée dans la reconnaissance 
spécifique des bases endommagées (uracile et hypoxanthine). Ce doctorat a permis de démontrer que cette poche pouvait 
également accommoder les bases canoniques (A, T, C, G) contribuant ainsi à la haute fidélité de ces enzymes. Des 
structures cristallographiques à très haute résolution de l’ADN polymérase B (PabPolB) ont permis d’identifier la présence 
d’un ion métallique divalent situé à proximité de cette poche de reconnaissance. Il a été suggéré que cet ion modulerait la 
reconnaissance des bases désaminées et le glissement de l’ADN polymérase au cours de la synthèse d’ADN. De plus, nous 
avons montré que les ions catalytiques divalents ont un rôle central dans la modulation des propriétés intrinsèques de 
PabPolB. L’ion calcium est utilisé par PabPolB pour mener à bien la synthèse d’ADN mais engendre des caractéristiques 
cinétiques différentes de celles conférées par l’ion magnésium universel. D’autre part, nous avons déterminé pour la 
première fois chez un organisme archéen la concentration intracellulaire de dNTPs et NTPs. Leurs concentrations sont 
relativement plus élevées que celles mesurées par exemple chez l’eucaryote Saccharomyces cerevisiae, suggérant un 
mécanisme constitutif de réaction de protection à des agressions de l’ADN. L’ensemble de ces résultats participe à la 
compréhension des mécanismes moléculaires qui régissent la maintenance de l’intégrité du génome et, donc, de la vie des 
organismes hyperthermophiles. 
Mots clés :  ADN, Archéa, polymérase, Pyrococcus.  
 
DNA polymerases and damaged nucleic acids in archaea : Genome maintenance and Biotechnology 
Abstract  :  Hyperthermophilic Archaea that thrive under harsh environments (elevated temperature, pH shifts, and 
ionizing radiations) are supposed to be exposed to massive DNA damages. However, the mutations frequencies in 
hyperthermophilic Archaea are comparable with those of other microorganisms (1) indicating they are equipped with 
unique and efficient molecular mechanisms to ensure their genome integrity. DNA replication is an essential and conserved 
process among the three domains of life. DNA polymerases are central enzymes involved in the joining of 
deoxyribonucleoside 5′-triphosphates (dNTPs) to form the growing DNA chain. In Pyrococcus abyssi (Pab), two families 
DNA polymerases have been described as replicases, one family B (PabPol B) with structural diversity and common 
mechanisms among all organisms in the three domains of life, and one family D found exclusively in Euryarchaea. All 
members of archaeal family B DNA polymerases possess a unique structural feature involved in the recognition of 
deaminated bases (uracil and hypoxanthine) called uracil-pocket. During my PhD, it has been shown that not only 
deaminated but also canonical bases (A, T, C, G) could enter this pocket in PabPolB. We therefore renamed it as the base-
checking pocket and proposed a role in the high fidelity of PabPolB. High-resolution crystal structures of PabPolB 
highlighted the presence of divalent metal ion to the proximity of the base-checking pocket. It has been suggested that this 
metal ion may modulate the recognition of deaminated bases and the translocation of PabPolB on DNA during DNA 
synthesis. Moreover, the crucial role of metal ion on DNA synthesis and exonuclease activity by PabPolB has been 
evaluated. DNA polymerisation in the presence of calcium was as effective as the universal magnesium ion while showing 
different time-course kinetics. For the first time, intracellular concentrations of nucleotides (dNTPs and NTPs) have been 
determined in an archaeal microorganism. dNTPs and NTPs concentrations seem rather elevated for Pab than in the 
eukaryotic Saccharomyces cerevisiae cells, suggesting a constitutive mechanism for protecting the genome from DNA 
damage. Overall, these results contributed to unravel specific molecular mechanisms involved in the maintenance of the 
genome integrity with a particular emphasis on molecules (DNA polymerases, dNTPs and NTPs) crucial for cellular life. 
Keywords  :  DNA,  Archéa, polymerase, Pyrococcus. 
